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1.1 Interdisziplinäre Onkologie 
 
Die evidenzbasierten komplexen onkologischen Behandlungskonzepte maligner 
Tumoren stellen eine interdisziplinäre Herausforderung an alle beteiligten 
Fachdisziplinen dar. Dabei werden je nach Tumorart im Wesentlichen die 
chirurgische Entfernung des soliden Tumors und befallener Lymphknoten, die 
Strahlentherapie und eine medikamentöse Systemtherapie (Chemotherapie, 
Antikörpertherapie) miteinander kombiniert [1,2]. Die Kombination von Strahlen- 
und Chemotherapie verspricht dabei nicht nur einen additiven Effekt. In den letzten 
Jahren wird vielmehr nach Substanzen gesucht, die einen direkten Einfluss auf die 
Strahlensensibilität der Tumorzellen ausüben und damit synergistische Effekte 
auslösen [3]. Es hat sich sehr schnell gezeigt, dass eine generelle 
Radiosensibilisierung von Tumorzellen durch Medikamente schwierig ist. Daher ist 
es sinnvoll, die zu behandelnden malignen Tumorzellen molekularbiologisch näher 
zu charakterisieren. Dies ermöglicht die Entwicklung einer exakt darauf 
abgestimmten medikamentösen Behandlung (sog. targeted therapy), die eine 
größtmögliche zytotoxische Wirkung in Kombination mit Bestrahlung bei 
gleichzeitig fehlender oder geringer therapieassoziierter Toxizität am gesunden 
Normalgewebe gewährleistet [4]. Präklinische Untersuchungen an etablierten 
Tumorzelllinien sowohl in vitro als auch im Tiermodell bilden dabei die Grundlage 
der Entwicklung neuer, molekularbiologisch basierter Therapieoptionen. Auf diese 
Weise können Erkenntnisse zu den intra- und extrazellulären Wirkungsmechanismen 
kombinierter Therapien gewonnen werden. Die vorliegende Arbeit befasst sich dazu 
mit zwei potentiellen Zielmolekülen an zwei repräsentativen malignen Tumorzell-




1.2 Zielmoleküle und Wirkstoffe zur potentiell kombinierten Therapie 
 
 
1.2.1 Cyclooxygenase-2 und Celecoxib 
 
Die Cyclooxygenase (COX) ist ein seit langem bekanntes Enzym, das essentiell an 
der Synthese der Prostaglandine aus der in der Zellmembran lokalisierten 
Arachidonsäure mitwirkt [5,6]. Eine Hemmung dieses Enzyms führt zu einer 
verminderten Prostaglandinausschüttung und wird daher seit Jahrzehnten zur 
therapeutischen Intervention bei Entzündungen und Schmerzen mittels nicht-
steroidaler anti-inflammatorischer Medikamente (non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, sog. NSAIDs, z. B. Acetylsalicylsäure) genutzt. Ein gravierender Nachteil 
dieser NSAIDs besteht in unerwünschten Nebenwirkungen auf den 
Gastrointestinaltrakt, der in seiner physiologischen Funktion ebenfalls auf COX 
angewiesen ist [7,8]. 
In den frühen 90er Jahren wurde entdeckt, dass COX in den beiden Isoformen 
Cyclooxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2) vorliegt. Während 
COX-1 in den meisten Geweben permanent exprimiert wird und für normale 
physiologische Prozesse verantwortlich ist, wird COX-2 über eine Vielzahl von 
zellulären Mechanismen, z.B. bei Entzündungen, induziert [8,9]. Die 
unterschiedliche geometrische Molekülstruktur, welche Unterschiede im aktiven 
Zentrum von COX-1 und COX-2 zu Folge hat, erlaubte die Entwicklung hoch 
spezifischer Inhibitoren für COX-2 [10], die einerseits die induzierte 
Prostaglandinsynthese stark hemmen und damit sehr potent gegen Entzündungen und 
Schmerzen eingesetzt werden können, andererseits aber COX-1 kaum beeinflussen 
und daher ein deutlich günstigeres Nebenwirkungsprofil hinsichtlich des 
Gastrointestinaltraktes aufweisen [8, 11]. 
Von vier auf dem Arzneimittelmarkt eingeführten spezifischen COX-2-Inhibitoren 
mussten zwei Substanzen, Rofecoxib (Vioxx®) und Valdecoxib (Bextra®), wegen 
möglicher schwerwiegender kardiovaskulärer Komplikationen wieder vom Markt 
genommen werden. Von den verbleibenden Substanzen ist Celecoxib (Celebrex®) 




ist in den USA von der FDA (Food and Drug Administration) zurzeit nicht 
zugelassen [12].   
Der Wirkstoff Celecoxib wurde ursprünglich im Wesentlichen zur systemischen 
Schmerztherapie, vor allem bei rheumatoider Arthritis, entwickelt. Für die Onkologie 
ist dieser Wirkstoff insofern interessant, als dass COX-2 offenbar schon bei der 
Karzinogenese eine wichtige Rolle spielt und diese mit einer Hemmung der COX-2 
z. B. mittels Celecoxib positiv beeinflusst werden kann [13,14]. In zahlreichen 
malignen Tumoren und Tumorzelllinien konnte eine deutlich erhöhte Expression der 
COX-2 nachgewiesen werden [15-19]. Es ist bekannt, dass diese COX-2-
Überexpression in Tumorzellen zu einem beschleunigten Wachstum und einer 
verstärkten Angiogenese und Metastasierung, sowie zu einer Protektion gegenüber 
Chemotherapeutika und ionisierender Strahlung führen kann [20-22]. Weiterhin kann 
die Aktivität von COX-2 auch durch Strahlung induziert werden, wobei das 
synthetisierte Prostaglandin E2 (PGE2) zur Radioprotektion der Zellen beitragen kann 
[23-25]. Daher wird von einer Hemmung der COX-2 ein zytotoxischer und 
radiosensibilisierender Effekt auf Tumorzellen über einen COX-2-abhängigen 
Wirkungsmechanismus erwartet. Dies wurde bereits für verschiedene 
Tumorzelllinien in einer Vielzahl von präklinischen Studien untersucht [25-33]. Die 
so gewonnenen Daten waren vielversprechend, so dass diverse klinische Studien zur 
kombinierten Therapie z. B. mit Celecoxib initiiert wurden [34-38]. Allerdings gibt 
es bisher keine Phase-III-Studie, in der für die zusätzliche Gabe von Celecoxib ein 
Überlebensvorteil oder eine Verbesserung der lokalen Kontrolle nachgewiesen 
werden konnte. Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass COX-2-Inhibitoren 
wie Celecoxib in viele verschiedene Regulationsmechanismen der Zelle eingreifen 
können, und zwar auch und vielleicht sogar wesentlich in COX-2-unabhängigen 
Wirkungsmechanismen [39,40]. Einen Überblick über die Vielzahl der möglichen 
intrazellulären Interventionen des COX-2-Inhibitors Celecoxib und damit auch eine 
Darlegung der offensichtlichen Komplexität dieser Thematik gibt die 
Abbildung 1 [40]. Die Interaktion dieses Wirkstoffes mit zahlreichen essentiellen 
Molekülen ermöglicht einerseits verschiedene Ansätze für kombinierte Therapien, 
erschwert aber andererseits auch das Verständnis der Wirkungsmechanismen und der 





Abb. 1: Zusammenfassung COX-2-abhängiger und -unabhängiger Wirkungs-
mechanismen von Celecoxib; aus [40]. 
 
 
In genetischen Analysen konnten nicht weniger als 27 Gene identifiziert werden, die 
über COX-2 und Celecoxib synchron reguliert werden [41]. 
Im Allgemeinen kann die Wirkung von Celecoxib auf Tumorzellen, vor allem in 
kombinierten Therapieansätzen in der Onkologie, noch nicht als vollständig 
aufgeklärt angesehen werden. Vielmehr scheint eine individuelle Analyse abhängig 




1.2.2 EGF-Rezeptor und Cetuximab 
 
Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) 




EGF-Rezeptor auch ErbB-1 oder HER1 genannt. Die weiteren Mitglieder der ErbB-
Familie tragen die Bezeichnungen ErbB-2 (HER2/neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 
(HER4). Alle Rezeptoren dieser Familie sind an der Zellmembran lokalisiert und 
besitzen ein extrazelluläre Domäne, einen transmembranen Teil und eine 
intrazelluläre Proteinkinase-Domäne. Die Bindung eines Liganden (z. B. eines 
Wachstumsfaktors wie den epidermalen Wachstumsfaktor EGF oder den 
transformierenden Wachstumsfaktor TGF-α) an die extrazelluläre Domäne führt zu 
einer Änderung der räumlichen Struktur derselben, welche eine Dimerisierung zu 
Homo- oder Heterodimeren ermöglicht. Auf diese Weise wird der Rezeptor aktiviert. 
Dies führt wiederum zur Autophosphorylierung der Tyrosinkinase, in deren Folge 
diverse intrazelluläre Moleküle gebunden und phosphoryliert werden, was zur 
Aktivierung verschiedener molekularer Signalkaskaden im Zellinneren führen kann. 
[42-44]. Es sind bislang drei onkologisch bedeutende Signalwege bekannt, die in der 




Abb. 2: Zusammenfassung der 
wichtigsten durch Aktivierung 
des EGF-Rezeptors ausgelösten 
Signalwege und ihr Einfluss auf 






Im ersten Signalweg führt die Autophosphorylierung der Tyrosinkinase über die 
Proteine Ras und Raf zur Aktivierung mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK) 
[46,47]. In einem zweiten Weg können Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) zur 
Aktivierung der Proteinkinase B (auch Akt) führen [48-50]. Eine dritte Möglichkeit 
besteht in der Auslösung von Transkriptionsprozessen über sogenannte STAT-
Proteine (signal transducers and activators of transcription) [43]. Alle diese 
Signalwege modulieren über verschiedene Mechanismen das Zellwachstum und 
-überleben, die Reaktion der Zelle auf äußere Einflüsse sowie die Zellteilung, 
-bewegung und -transformation [42-44,46-50]. Die Erkenntnisse über den Einfluss 
dieser Signalwege und die Tatsache, dass sehr viele maligne Tumorzellen eine 
Überexpression des EGF-Rezeptors aufweisen, machen diesen Rezeptor als 
molekuares Target in der Onkologie schon seit langer Zeit interessant [51,52]. 
Cetuximab (Erbitux®, C225) ist ein bereits in den 80iger Jahren entwickelter, 
chimärer, monoklonaler Antikörper, der selektiv an die extrazelluläre Domäne des 
EGF-Rezeptors bindet und diesen dadurch blockiert [52-55]. Als Folge werden die 
Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase und die Auslösung der entsprechenden 
Signalkaskaden verhindert und damit für die Tumorzelle wesentliche Überlebens- 
und Wachstumssignale inhibiert [56,57]. Zudem ist die Affinität dieses Antikörpers 
zur Ligandenbindungsstelle des EGF-Rezeptors größer als die der endogenen 
Liganden wie EGF oder TGF-α (transforming growth factor alpha) [52,58]. Damit 
kann Cetuximab den EGF-Rezeptor sehr effektiv inaktivieren und wurde daher schon 
vielfach als Medikament für molekulare Therapieansätze in der Onkologie sowohl 
präklinisch als auch klinisch untersucht [59-65]. Mittlerweile ist Cetuximab für 
bestimmte Tumorentitäten in der onkologischen Behandlung von Patienten klinisch 
zugelassen, und zwar sowohl als Monotherapie als auch in der Kombination mit 
Strahlen- und Chemotherapie [57]. Dies betrifft z. B. metastasierte, EGFR-positive 
kolorektale Karzinome [66] und metastasierte bzw. lokal und regional 
fortgeschrittene Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches [57]. Dennoch ist 
das klinische Potential dieses monoklonalen Antikörpers vor allem in Hinblick auf 
mögliche Kombinationstherapien sicher noch nicht ausgeschöpft. Zudem konnte in 
kleineren Studien belegt werden, dass Cetuximab auch bei Tumoren erfolgreich 




Insofern sind auch präklinisch noch eine Reihe von ungeklärten Fragen zu den 




1.3 Direktive für eine Kombination von Celecoxib und Cetuximab 
 
Mit dem EGF-Rezeptor und COX-2 sind bislang zwei sehr vielversprechende 
Zielmoleküle für die Onkologie identifiziert. Mit den Medikamenten Cetuximab und 
Celecoxib sind zwei präklinisch und klinisch sehr gut untersuchte Substanzen 
etabliert, die eine hocheffektive Hemmung dieser Zielproteine ermöglichen. 
Zahlreiche experimentelle Untersuchungen befassten sich bisher mit den möglichen 
Wirkungsmechanismen und Einflüssen dieser Wirkstoffe sowohl auf die Zielproteine 
selbst, als auch auf andere, in der Onkologie wichtige intrazelluläre Signalwege. 
Dennoch erlaubt die Komplexität der Wechselwirkungsmechanismen auf 
Proteinebene in der Zelle bisher keine vollständige Aufklärung aller beteiligten 
Prozesse und ihrer allgemeingültigen Bedeutung für die Onkologie, und zwar weder 
für die Inaktivierung des EGF-Rezeptors, noch für die Hemmung der COX-2. 
Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sich die vermuteten Signalwege beider Proteine 
an einigen Punkten überschneiden und sich damit COX-2 und EGF-Rezeptor 
gegenseitig beeinflussen [69-72]. So führt z. B. die Aktivierung des EGF-Rezeptors 
zu einer erhöhten MAP-Kinase-Aktivität und damit zur Induktion der Transkription 
von COX-2 [71]. Weiterhin beeinflusst das durch COX-2 synthetisierte PGE2 
offensichtlich den EGF-Rezeptor. So gibt es Hinweise darauf, dass die Stimulation 
der Zellproliferation durch PGE2 über eine Aktivierung der EGFR-Signalwege 
stattfindet [73,74]. Damit könnte eine gleichzeitige Inhibierung sowohl des EGF-
Rezeptors als auch der COX-2 durchaus zu additiven Effekten hinsichtlich der 
Proliferation von Tumorzellen führen und eine gegenseitige Verstärkung von EGF-
Rezeptor und COX-2 durchbrechen [71]. Andererseits sind auch Untersuchungen 
publiziert, die eine Verminderung der Expression des EGF-Rezeptors durch COX-2 
und damit eine Resistenz für COX-2-überexprimierende Tumorzellen gegen EGFR-




Hemmung beider Zielmoleküle eine additive Wirkung zu erwarten wäre. Dennoch 
gibt es bislang nur wenige publizierte Daten, die onkologisch relevante Endpunkte 
bei der kombinierten Anwendung von EGFR-Inhibitoren und COX-2-Hemmern 
untersuchen. Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich deshalb mit der kombinierten 
Wirkung der Substanzen Celecoxib und Cetuximab, sowie einer Bestrahlung auf 
Tumorzellen. Dazu wurden die Bronchialkarzinom-Zelllinie A549 und die Hypo-
pharynxkarzinom-Zelllinie FaDu in vitro auf eine mögliche Radiosensibilisierung 
durch diese Wirkstoffe und deren Kombination untersucht. Beide Zelllinien 
repräsentieren in vivo Tumorerkrankungen, die bislang mit mäßigen Therapie-
optionen und einer schlechten Prognose für die betroffenen Patienten assoziiert sind. 
Mit einem positiven Befund hinsichtlich eines additiven oder synergistischen 
Effektes in Bezug auf die Strahlensensibilität könnten sich Hinweise auf neue 






Die vorliegende Arbeit befasste sich mit folgenden Fragestellungen: 
 
1.) Beeinflussen die Wirkstoffe Celecoxib oder Cetuximab das Wachstum der zu 
untersuchenden Tumorzelllinien A549 und FaDu? 
 
2.) Wird die Strahlensensibilität der Tumorzellen durch die Behandlung mit 
Celecoxib oder Cetuximab verändert? 
 
3.) Haben die Substanzen Celecoxib oder Cetuximab Auswirkungen auf die 
Zellzyklusverteilung der Tumorzelllinien nach einer Bestrahlung? 
 
4.) Wird die Kapazität der Tumorzellen zur Reparatur von strahleninduzierten 
DNA-Doppelstrangbrüchen durch die Wirkstoffe Celecoxib oder Cetuximab 
beeinflusst? 
 
5.) Treten bei einer kombinierten Anwendung beider Wirkstoffe synergistische 
Effekte auf? 
 
Die Bearbeitung dieser Fragestellungen erfolgte mit verschiedenen experimentellen 
Methoden im strahlenbiologischen Labor der Klinik und Poliklinik für 
Strahlentherapie der Universitätsmedizin Rostock. 









In dieser Arbeit wurden die beiden Tumor-Zelllinien A549 und FaDu verwendet. 
Beides sind in Kultur adhärent wachsende Karzinomzellen. Die Zelllinie A549 
wurde aus einem nicht kleinzelligen Adenokarzinom der Lunge, die FaDu-Zellen aus 
einem Plattenepithekarzinom des Hypopharynx isoliert. Beide Zelllinien stammen 
ursprünglich von der amerikanischen Zellbank ATCC (American Type Culture 
Collection). Sie sind im strahlenbiologischen Labor der Klinik und Poliklinik für 







Celecoxib wurde in Pulverform von der Firma Pfizer Deutschland GmbH (Berlin) 
bezogen. Das Molekulargewicht beträgt 381,38 g/mol. Zur Herstellung einer 
Stammlösung (STL) mit 20 mM wurden zunächst 7,63 mg des Pulvers in 1 ml 
DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst. Von dieser STL wurden Aliquote von jeweils 1ml 
bei -20°C eingelagert. Unmittelbar vor der Wirkstoffzugabe wurden diese Aliquote 
aufgetaut und im Verhältnis 1:10 mit PBS verdünnt. Diese Verdünnungslösung (VL) 
konnte in entsprechender Menge direkt in das Zellkulturmedium gegeben werden. 
Die Kontrollgruppen ohne Wirkstoff wurden grundsätzlich mit einer analogen 
DMSO-Konzentration versehen, um einen Einfluss des Lösungsmittels 
auszuschließen. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die verwendeten Celecoxib-
Konzentrationen sowie die analogen DMSO-Konzentrationen. 
 
 




Tab. 1: Verwendete Konzentrationen des Wirkstoffs Celecoxib 
Konzentration in µM Zugabe VL in µl pro 10ml 
Zellkulturmedium 
analoge DMSO-
Konzentration in % 
10 50 0,05 
30 150 0,15 
50 250 0,25 
70 350 0,35 
100 500 0,5 
 
 
Cetuximab (Erbitux®) wurde als Infusionslösung vom Hersteller Merck KGaA 
(Darmstadt) bezogen. Die Konzentration der Infusionslösung betrug 5 mg/ml 
(Lösungsmittel Wasser) bei einem Molekulargewicht von 145,78 kg/mol. Damit 
ergab sich eine Stammlösung von 34,3 µM (STL). Vor der Wirkstoffzugabe wurde 
diese Stammlösung im Verhältnis 1:10 mit PBS verdünnt (VL). Die auf diese Weise 
in den Zellkulturen applizierten Konzentrationen sind in Tabelle 2 dargestellt. 
 
 
Tab. 2: Verwendete Konzentrationen des Wirkstoffs Cetuximab 







2.3 Experimentelle Methoden 
 
 
2.3.1. Untersuchung des Zellwachstums mittels Wachstumskurven 
 
Zunächst wurden mit beiden Zelllinien Wachstumskurven mit und ohne Wirkstoff 
erstellt. Dazu wurde eine definierte Zellzahl (10³ Zellen/cm²) entweder in 




T25-Zellkulturflaschen (25 cm²) oder 24er Wellplatten (1,9 cm²) eingesät. Die 
Wirkstoffzugabe erfolgte nach 24 Stunden. Nach jeweils weiteren 24 Stunden 
erfolgte über einen Zeitraum von insgesamt bis zu 8 Tagen die tägliche Bestimmung 
der Zellzahl. Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gespült, dann abtrypsiniert, 
die so erhaltene Zellsuspension zusammen mit dem Überstand und der Spüllösung 
zentrifugiert und anschließend das entstandene Pellet in Kulturmedium resuspendiert. 
Die eigentliche Zellzählung wurde manuell mittels Neubauer-Zählkammer oder 
automatisch mittels Coulter-Counter durchgeführt. Die Neubauer Zählkammer hatte 
dabei den Vorteil, dass sie bei Färbung der Zellen mit Trypanblau eine Aussage über 
den Anteil toter und morphologisch veränderter Zellen zuließ. Der Vorteil des 
Coulter-Counter lag in der deutlich schnelleren und genaueren Zellzahlbestimmung. 
Die getesteten Wirkstoffkonzentrationen für die Wachstumsuntersuchungen lagen 
beim Wirkstoff Celecoxib bei 0 (Kontrolle), 10, 30, 50, 70 und 100 µM; beim 
Wirkstoff Cetuximab bei 0 (Kontrolle), 30, 60 und 120 nM. Die wirkstofffreien 
Kontrollen erhielten bei den Versuchen mit Celecoxib eine entsprechende Menge 
DMSO (Tabelle 1). In Vorversuchen wurde der Einfluss verschiedener DMSO-
Konzentrationen bis zu 1% auf das Wachstum beider Zelllinien untersucht. Dabei 
wurde festgestellt, dass die getesteten DMSO-Konzentrationen keinen Einfluss auf 




2.3.2 Bestrahlung der Zellkulturen 
 
Für die Bestrahlung der Zellkulturen mit unterschiedlichen Strahlendosen musste ein 
Bestrahlungs-Setup entwickelt werden, welches zum einen hinsichtlich der 
physikalischen Parameter der strahlentherapeutischen Behandlung von Patienten 
nahekommt und zum anderen aber auch so universell und normiert abgearbeitet 
werden kann, dass es reproduzierbare Ergebnisse in den Zellexperimenten 
hervorbringt. 
Um dem ersten Anliegen gerecht zu werden, wurden die Bestrahlungen an einem 
klinischen Linearbeschleuniger des Typs Siemens ONCOR (Siemens AG, Erlangen) 




mit einer nominellen Photonenenergie von 6 MV und einer Dosisleistung von 
3,7 Gy/min durchgeführt. Dies entspricht in etwa den Parametern einer 
standardisierten Behandlung eines soliden Tumors in der Strahlentherapie. 
Für das zweite Kriterium war eine ausgiebige dosimetrische Charakterisierung des 
Strahlenfeldes notwendig. Dazu wurden zunächst bei der maximal einstellbaren 
Feldgröße von 40 x 40 cm² Dosisquerprofile in einem Wasserphantom MP3 der 
PTW Freiburg GmbH in der Tiefe des Dosismaximums gemessen. Aus diesen 
Messungen (Abbildung 3) ergab sich ein ringförmiges Areal, in dem von einer 
homogen verteilten Dosis ausgegangen werden konnte, so dass die 
Dosisabweichungen zum Normierungspunkt kleiner als 3 % waren. Der 
Normierungspunkt, der gleichzeitig der Messpunkt für die Absolutdosimetrie war, 
wurde in 10 cm Abstand vom Mittelpunkt des zur Bestrahlung verwendeten 
Ringareals festgelegt. In der Abbildung 3 entspricht dies den X/Y-Koordinaten 






























Abb. 3: Gemessene Dosisquerprofile für 6 MV Photonen in der Tiefe des 
Dosismaximums bei einer Feldgröße von 40 x 40 cm² und einem Oberflächenabstand 
von 100 cm. 
 




Die auf diese Weise ermittelte Ringfläche wurde auf einer Plexiglasplatte markiert, 
auf der die zu bestrahlenden Proben in Zellkulturflaschen oder Petrischalen sehr 
einfach positioniert werden konnten. Die Plexiglasplatte wurde wiederum am 
Patientenlagerungstisch fixiert und anhand des im Bestrahlungsraum vorhandenen 
Laser-Visiers exakt isozentrisch ausgerichtet. Die Gantry des Beschleunigers wurde 
auf 180° eingestellt, so dass die Photonenstrahlung von unten durch den 








Die Dicke der Plexiglasplatte wurde mit 8 mm so bemessen, dass Tisch, 
Plexiglasplatte und Boden des Zellkulturgefäßes zusammen ein Aufbaumaterial 
darstellten, welches radiologisch einer 14 mm dicken Wasserschicht entsprach. Da 
dies gerade der Lage des Maximums der Tiefendosiskurve in Wasser für die 




verwendete Photonenstrahlung entsprach (Abbildung 5), konnte davon ausgegangen 
werden, dass sich die zu bestrahlenden Zellen exakt im Maximum der 
Tiefendosiskurve befanden. Damit spielten die leicht unterschiedlichen Bodendicken 
























Maximum bei 14 mm
 
Abb. 5: Gemessene Tiefendosisverteilung für 6 MV Photonen bei einer Feldgröße 
von 40 x 40 cm² und einem Oberflächenabstand von 100 cm. 
 
 
Die Absolutdosimetrie erfolgte mit einer absolut kalibrierten Ionisations-
Flachkammer (PTW Advanced Markus, Typ 34045) direkt auf der Oberfläche der 
Plexiglasplatte an verschiedenen Positionen der markierten Ringfläche. 
Auf diese Weise wurde ein universelles Bestrahlungs-Setup für Zellkulturen 
etabliert, welches für alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche verwendet wurde. 




2.3.3 Untersuchungen zum klonogenen Überleben mittels Koloniebildungstest 
 
Der Koloniebildungstest stellt eine Art Goldstandard zur quantitativen Bestimmung 
des reproduktiven Zellüberlebens dar. Dafür werden die Zellen in so geringer 
Konzentration in Kultur genommen, dass von adhärent wachsenden Einzelzellen 
ausgegangen werden kann. Nach einer gewissen Zeit werden die gebildeten Kolonien 
mit mehr als 50 Zellen gezählt. Ihre Anzahl im Verhältnis zur Einsaatzellzahl ergibt 
die Plattiereffizienz (plating efficiency, PE), die den Anteil der eingesäten Zellen 
beschreibt, der mindestens 5 Zellzyklen durchlaufen hat und damit sicher proliferiert. 
Wird die PE nun z. B. bei verschiedenen Bestrahlungsdosen bestimmt und auf die 
unbestrahlte Kontrolle normiert, so ergeben sich die Überlebensfraktionen, die über 
der Dosis aufgetragen die Überlebenskurven bilden. 
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden für den Koloniebildungstest 
verwendet. Die erste Methode wurde mit Celecoxib angewandt. Die Zellen wurden 
in Zellkulturflaschen kultiviert und mit bzw. für die Kontrolle ohne Wirkstoff über 
48 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die Abtrypsinierung und Neueinsaat 
ohne Wirkstoff in Petrischalen (9,1 cm²). Die Einsaatdichte wurde dabei anhand 
mehrerer Vorversuche so gewählt, dass die Anzahl der gebildeten Kolonien für alle 
Bestrahlungsdosen in der gleichen Größenordnung lag. Nach 7 Tagen wurde ein 
Mediumwechsel durchgeführt. Nach 14 Tagen wurde das Medium verworfen, die 
Zellen mit PBS gespült und anschließend mit 70%igem Alkohol zehn Minuten 
fixiert. Nach der Entfernung des Alkohols wurden die fixierten Zellen mit 
Kristallviolettlösung fünf Minuten lang gefärbt. Die Kolonien mit mehr als 50 Zellen 
wurden dann am Lichtmikroskop gezählt. Die getesteten Celecoxib-Konzentrationen 
betrugen 0 (Kontrolle), 10, 30 und 50 µM. Die wirkstofffreien Kontrollen wurden 
auch hier mit den analogen DMSO-Konzentrationen (Tabelle 1) versehen. Die 
applizierten Bestrahlungsdosen waren 0 (scheinbestrahlte Kontrolle), 2, 4, 6 und 
8 Gy.  
Bei der zweiten Methode, die sowohl mit Celecoxib als auch mit Cetuximab 
angewendet wurde, war die Einsaatdichte für alle Bestrahlungsdosen gleich (350, 
500, 700 bzw. 1000 Zellen). Die Einsaat erfolgte in Zellkulturflaschen mit einer 
Wachstumsfläche von 25 cm². Bei den Versuchen mit Celecoxib wurde der 




Wirkstoff nach 24 Stunden zugegeben, die Bestrahlung erfolgte 24, 48 oder 
72 Stunden nach der Einsaat. Bei den Untersuchungen mit Cetuximab wurde der 
Wirkstoff 24 Stunden nach der Einsaat zugegeben. Nach einer weiteren Stunde 
Inkubation erfolgte die Bestrahlung. Bei der Testung der Kombination von Celecoxib 
und Cetuximab wurde wie bei den Experimenten mit Cetuximab allein verfahren. 
Anschließend wurden bei beiden Wirkstoffen die Zellen ohne Mediumwechsel 10 
Tage weiter inkubiert. Danach erfolgte die Fixierung, Färbung und Auszählung der 
Kolonien analog der ersten Methode. Die getesteten Celecoxib-Konzentrationen 
betrugen 0 (Kontrolle), 10, 30 µM. Die wirkstofffreien Kontrollen wurden auch hier 
mit den analogen DMSO-Konzentrationen (Tabelle 1) versehen. Cetuximab wurde in 
Konzentrationen von 0 (Kontrolle) und 60 nM eingesetzt. Die applizierten 
Bestrahlungsdosen betrugen 0 (scheinbestrahlte Kontrolle), 2, 4 und 6 Gy. 
Die Bestrahlung erfolgte bei allen Versuchen nach der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen 
Methode. Die unbestrahlten Kontrollen wurden scheinbestrahlt, d. h. sie wurden 
ebenfalls zum Bestrahlungsgerät transportiert und befanden sich damit genauso lange 
außerhalb des Brutschranks wie die bestrahlten Proben. Dadurch konnte von einer 
exakt gleichen Behandlung der Kontrollen ausgegangen werden. 
An die experimentell bestimmten Werte für das klonogene Überleben bei 
verschiedenen  Bestrahlungsdosen wurden mit dem Programm Origin™ 
Überlebenskurven nach dem Linear-Quadratischen-Modell (LQ-Modell) angefittet. 
Dieses seit Jahrzehnten etablierte und weit verbreitete theoretische Modell zur 
Vorhersage des klonogenen Überlebens nach Bestrahlung [76-78] erlaubt die 
Charakterisierung der Strahlenempfindlichkeit von Zellen mit nur zwei Parametern, 
die sich mechanistisch interpretieren lassen [79].  
 
Die Formel für das LQ-Modell lautet wie folgt: 
 
( ) ( )20/ln ddSS βα +−=  
 




Dabei ist S/S0 die Überlebensfraktion und d die verabreichte Einzeldosis in Gy. α 
und β sind die unbekannten Parameter, welche mittels Fit an die experimentellen 




2.3.4 Untersuchungen zum Reparaturverhalten von DNA-Doppelstrangbrüchen 
 
Zur Untersuchung der Reparaturkapazität für Doppelstrangbrüche der DNA (DSB) 
wurden diese Strahlenschäden zu definierten Zeitpunkten nach der Bestrahlung mit 
Hilfe der γH2AX-Methode angefärbt und somit fluoreszenzmikroskopisch sichtbar 
gemacht.  
Dazu wurden jeweils 104 zu untersuchende Zellen mit 1 ml Medium je Kammer in 4-
Kammer-Objekträger eingesät und vier Tage im Brutschrank inkubiert. Am vierten 
Tag erfolgte die Zugabe der Wirkstoffe. Celecoxib wurde mit einer Konzentration 
von 0 (Kontrolle) bzw. 30 µM und Cetuximab mit einer Konzentration von 
0 (Kontrolle) bzw. 60 nM eingesetzt. Dabei wurden wiederum alle wirkstofffreien 
Kontrollen analog Tabelle 1 mit 0,15 % DMSO versehen, um die Vergleichbarkeit 
mit den mit Celecoxib behandelten Zellen zu gewährleisten. 
Eine Stunde nach der Wirkstoffzugabe erfolgte die Bestrahlung der Proben mit einer 
Einzeldosis von 0 (Kontrolle) bzw. 4 Gy nach der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen 
Methode. Die Kontrollen wurden wiederum scheinbestrahlt. 
Nach definierten Zeitpunkten wurden die Zellen nach Abtrennung der 
Flaschenränder von den Objektträgern fixiert. Zur Beurteilung der Reparaturdynamik 
wurden die Zeitpunkte 2 Stunden und 24 Stunden nach Bestrahlung gewählt. Die 
Fixierung erfolgte in einer Formaldehydlösung (2 % in PBS) für 15 Minuten. 
Anschließend wurden die Objektträger dreimal für jeweils 10 Minuten in PBS 
gespült. Daraufhin wurden die Zellen mit 0,2 % Triton X-100 und 1 % BSA in PBS 
fünf Minuten auf Eis permeabilisiert und anschließend in 1 % BSA in PBS unter 
leichtem Schütteln gewaschen. Danach erfolgte die Blockierung mit 3 % BSA in 
PBS für eine Stunde. 




Nun wurde der erste Antikörper (γH2AX mono; 1:100) mit jeweils 50 µl auf jeden 
Objektträger gegeben. Die Objektträger wurden mit Plastikdeckgläsern versehen und 
so für eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert. In dieser Zeit konnte der 
Antikörper an die phosphorylierten Serin-Reste von H2AX, welche bei DSB 
auftreten, binden. Danach wurden die Plastikdeckgläser entfernt und die Objektträger 
dreimal für jeweils 10 Minuten in einer Lösung aus 0,5 % Tween20 und 1 % BSA in 
PBS unter leichtem Schütteln gewaschen. 
Daraufhin wurde der zweite Antikörper (Alexa mono; 1:400) ebenfalls mit jeweils 
50 µl auf jeden Objektträger gegeben. Dieser bindet spezifisch an den vorher 
eingesetzten γH2AX-Antikörper und sorgt auf diese Weise für die Sichtbarmachung 
der DSB. Anschließend erfolgte die sofortige Zugabe von 20 µl DAPI-Arbeitslösung 
(1 µg/ml) zur Färbung der Zellkerne. Wiederum wurden die Objektträger mit 
Plastikdeckgläsern versehen und für eine Stunde in der feuchten Kammer inkubiert. 
Danach wurden die Plastikdeckgläser entfernt und die Objektträger dreimal in einer 
Spüllösung aus 0,5 % Tween20 in PBS für jeweils 15 Minuten gewaschen. 
Abschließend wurden die Objektträger mit einem Eindeckmedium versehen, mit 
Glasdeckgläsern abgedeckt und dann im Trockenblock getrocknet. Die Ränder der 
Objektträger wurden mit Nagellack versiegelt, um die Auswertung am 
Fluoreszensmikroskop möglichst dauerhaft zu ermöglichen. Dazu wurden die 
Objektträger im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. 
Nichtsdestotrotz erfolgte die Auszählung der gefärbten DSB baldmöglichst in einem 
Zeitraum von wenigen Tagen. Dazu wurden die Farbstoffe im Fluoreszensmikroskop 
mit einer Quecksilberdampflampe breitbandig angeregt, um sowohl die DSB in rot 
als auch die Zellkerne in blau darzustellen. Die Auszählung erfolgte für mindestens 
50 nicht morphologisch veränderte Zellkerne je Probe. Daraus wurde dann die 
mittlere Anzahl von residualen DSB pro Zelle bzw. Zellkern errechnet. 




2.3.5 Analyse des Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie 
 
Zur Analyse des Zellzyklus wurden die Anteile der Zellen in den verschiedenen 
Zellzyklusphasen anhand ihres DNA-Gehalts mittels Durchflusszytometrie 
quantitativ bestimmt. 
Dazu wurden die zu untersuchenden Zellen in T75-Zellkulturflaschen ausgesät und 
mindestens einen Tag mit 10 ml Medium inkubiert. Zu einem definierten Zeitpunkt 
erfolgte die Zugabe der Wirkstoffe. Celecoxib wurde in einer Konzentration von 
0 (Kontrolle) und 30 µM und Cetuximab in einer Konzentration von 0 (Kontrolle) 
und 60 nM zugegeben. Die wirkstofffreien Kontrollansätze erhielten auch hier 
0,15 % DMSO nach Tabelle 1. 
Nach einer Stunde erfolgte die Bestrahlung der Zellkulturen mit einer Dosis von 
4 Gy nach der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen Methode. Die unbestrahlten Kontrollen 
wurden im Sinne einer Scheinbestrahlung exakt genauso behandelt, wie die 
bestrahlten Proben. 
Anschließend wurden die Zellen zu definierten Zeitpunkten fixiert. Die Fixierung 
erfolgte unmittelbar (30 Minuten), 24 Stunden bzw. 48 Stunden nach der 
Bestrahlung. Dazu wurden die Zellkulturen zweimal mit PBS gespült und dann 
abtrypsiniert. Diese Suspension wurde zusammen mit dem Mediumüberstand und 
der PBS-Lösung vom Spülen bei 250×g und 4 °C 5 Minuten zentrifugiert. Das 
erhaltene Pellet wurde vorsichtig in PBS resuspendiert und vereinzelt. Anschließend 
wurde die Zellzahl bestimmt. Danach wurden die Zellen erneut bei 250×g und 4 °C 
für 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 100 µl PBS resuspendiert 
und die erhaltene Suspension langsam in -20 °C kalten 70%igen Alkohol getropft. 
Die so fixierten Proben wurden mindestens einen Tag bei -20 °C gelagert. 
Im Anschluss erfolgte die Behandlung der fixierten Zellen mit RNase. Dazu wurden 
die fixierten Zellen bei 300×g und 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert, das Pellet HBS 
(HEPES-buffered saline) gewaschen und nochmals unter den gleichen Bedingungen 
zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 1 ml auf 37 °C vorgewärmter RNase 
resuspendiert und diese Suspension mindestens 15 Minuten im 37 °C warmen 




Wasserbad inkubiert. Dann wurden die Zellen wiederum zentrifugiert, mit HBS 
gewaschen und nochmals zentrifugiert. 
Die Färbung der DNA der Zellen erfolgte mit einer Propidiumiodid-Lösung mit 
100 µg/ml. Dazu wurde das Zellpellet in 250 µl der Lösung resuspendiert und für 
einen Zeitraum von etwa 8 bis12 Stunden bei 4 °C gelagert. 
Die eigentliche Zellzyklusanalyse erfolgte maximal 48 Stunden nach der Färbung am 
Durchflusszytometer bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm und einer 
Emissionswellenlänge von 575 bis 620 nm. Dabei wurden Histogramme der Zellzahl 
in Abhängigkeit vom DNA-Gehalt der Zellen erstellt und diese mittels Fitanalyse 





2.4 Geräte, Software und Verbrauchsmaterialien 
 
Alle Versuche erfolgten unter sterilen Bedingungen und wurden unter einer 
Sicherheitswerkbank des Herstellers Zapf Instruments (Sarstedt) durchgeführt. Die 
Zellkulturen wurden in Brutschränken der Hersteller Zapf Instruments (Sarstedt) und 
Varolab GmbH (Giessen) inkubiert. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte sowohl 
mit einem Zellzählgerät Coulter-Counter Z2 der Firma Beckmann Coulter GmbH 
(Krefeld) als auch lichtmikroskopisch mit einer Neubauer-Zählkammer. Für die 
Langzeitlagerung der Zellen stand eine Tiefkühltruhe Ultra Flow der Firma Sanyo 
(Japan) sowie ein Flüssigstickstoffbehälter Arpege70 der Air Liquide GmbH 
(Düsseldorf) zur Verfügung. Für die Licht- und Fluoreszensmikroskopie wurde ein 
Mikroskop Eclipse TE300 sowie entsprechende Objektive des Herstellers Nikon 
(Düsseldorf) verwendet. Die Zellzyklusanalysen wurden an einem 
Durchflusszytometer Cytomics FC500 des Herstellers Beckmann-Coulter GmbH 
(Krefeld) durchgeführt. Des Weiteren kamen eine Zentrifuge Universal 16 R der 
Firma Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen), ein Wasserbad der GFL mbH 
(Burgwedel), diverse Durchmischungsgeräte der H+P Labortechnik GmbH 
(München) und der Edmund Böhler GmbH (Hechingen), ein pH-Meter CG841 der 




Schott AG (Mainz) sowie Feinstwaagen der Sartorius AG (Göttingen) zum Einsatz. 
Die Sterilisation der unsteril gelieferten Verbrauchsmaterialien und Behältnisse 
erfolgte mit einem Dampfsterilisator des Typs Tuttnauer Autoclave 2540EL. Aqua 
dest wurde mit einer Reinstwasseranlage der SG-Wasseraufbereitung und 
Regenerierung GmbH (Hamburg-Barsbüttel) in Verbindung mit 
Deionisationskartuschen der gleichen Firma hergestellt. Pipettiert wurde mit 
Pipettierhilfen der Firma Eppendorf (Hamburg). 
Die genutzten Verbrauchsmaterialien und ihre Herkunft sind in Tabelle 3 dargestellt. 
 
 
Tab. 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller/Lieferant 
Falconröhrchen 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturflaschen T25 und T75 Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
Multiwellplatten 24 Loch Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 
Schweiz oder Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Petrischalen Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
Spitzen Ultra Tipp® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Einmalpipetten Cellstar® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
12 mm Deckgläser (Stärke 1.0) Carl Roth® GmbH+CoKG, Karlsruhe 
4-Kammer-Objektträger LabTek, Rochester, NY 
Plastik-Deckgläser Thermanox® 
22 mm x 60 mm 
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 
Glas-Deckgläser 24 mm x 60 mm Menzel GmbH Braunschweig 
Trockenblock Whatmann GmbH, Dassel 
Plastikröhrchen Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld 
Kryoröhrchen Nalgene® VWR International GmbH, Darmstadt 
 
 
Für die Auswertung der Messdaten und die Erstellung der Diagramme wurden 
Microsoft® Excel 2003 und MicrocalTM OriginTM 5.0 verwendet. Die Fitanalysen zur 
Durchflusszytometrie wurden mit dem Programm Multicycle for Windows der Firma 
Phoenix Flow Systems (San Diego, CA) durchgeführt. 






In Tabelle 4 sind alle für die Zellkulturexperimente verwendeten Chemikalien sowie 
ihre Herkunft zusammengefasst. 
 
 
Tab. 4: Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller/Lieferant 
Zellkulturmedium DMEM Biochrom AG, Berlin 
Kälberserum FBS Gold PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Natriumpyruvat Biochrom AG, Berlin 
Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA) Biochrom AG, Berlin 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Biochrom AG, Berlin 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 
Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Trypsin/EDTA 0,05% und 0,25% PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Trypanblau 0,5% Biochrom AG, Berlin 
Kristallviolett-Lösung ;1% Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Isoton-Lösung Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol 70% Apotheke des Universitätsklinikums 
Rostock 
5fach PBS: 
     NaCL 
     KH2PO4 
     KCL
 






Formaldehyd 37% Merck KGaA, Darmstadt 
BSA 1% (Albumin bovine Fraction V; 
pH 7,0; standard grade; lyophil.) 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Tween20 0,5% Biorad Laboratories GmbH, München 
Triton X-100 0,2% (T-9284) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 




Fortsetzung Tab. 4: Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller/Lieferant 
Antikörper γ-H2AX monoclonal 1:100 
(Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) 
clone JBW301; mouse monoclonal lgG1) 
Upstate Cell signal solution (Millipore), 
Lake Placid, NY 
Antikörper Alexa monoclonal 1:400 
(Alexa Flour 594 goat anti-mouse lgG1 
Molecular Probes (Invitrogen), 
Karlsruhe 
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma Aldrich Co Ltd, Irvine, UK 
Eindeckmedium 
     Glycerin 
     Polyvinylalkohol 
     Phenol 
     TRIS-Puffer 
 
Merck KGaA, Darmstadt 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Carl Roth® GmbH+CoKG, Karlsruhe 
Biorad Laboratories GmbH, München 
RNase Sigma-Aldrich, Taufkirchen 








In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der durchgeführten Experimente 
als Mittelwert von N unabhängigen Versuchen dargestellt. Die Fehlerbalken geben 




3.1 Wachstumskurven – Zunahme der Zellzahl 
 
Zunächst sollte die Entwicklung der Population der Tumorzellen dargestellt werden. 
Für jeden Wirkstoff und jede Zelllinie wurden Wachstumskurven in Abhängigkeit 
von der Wirkstoffkonzentration über einen Zeitraum von 8 Tagen erstellt. 
Die Abbildung 6 zeigt die Wachstumskurven für die Zellen der Zelllinie A549 nach 

























0 µM Kontrolle (N=4)
10 µM Celecoxib (N=4)
30 µM Celecoxib (N=4)
50 µM Celecoxib (N=3)
 
Abb. 6: Wachstumskurven der A549-Zellen unter Einfluss von Celecoxib  





Die Wachstumskurven für 10 µM und 30 µM resultieren aus vier, die 
Wachstumskurve für 50 µM aus drei unabhängigen Experimenten. Das Wachstum 
der Zellen unter Einfluss von 10 µM Celecoxib unterschied sich bis zum vierten Tag 
nicht signifikant von der Kontrolle, während ab dem fünften Tag eine signifikante 
Hemmung des Wachstums zu beobachten war. Für die Celecoxib-Konzentrationen 
30 µM und 50 µM war eine deutlich langsamere Zunahme der Zellpopulation zu 
erkennen. Die Unterschiede zur Kontrolle waren für 30 µM Celecoxib ab dem dritten 
Tag signifikant (p<0,05), für die Konzentration 50 µM ab dem dritten Tag hoch 
signifikant (p<0,001). Die Populationsverdopplungszeiten wurden mittels linearer 
Regression vom zweiten bis zum achten Tag bestimmt und sind in Tabelle 5 
dargestellt. Daraus ergab sich ein IC50-Wert (Konzentration, bei der das Wachstum 
um 50 % gehemmt wird) von 38 µM. 
 
Tab. 5: Populationsverdopplungszeiten unter Einfluss von Celecoxib für die  




in Stunden +/– ∆tPD 
0 (Kontrolle) 21 +/– 1 
10 23 +/– 1 
30 32 +/– 2 
50 78 +/– 6 
 
In der Abbildung 7 sind die Wachstumskurven der Zelllinie FaDu nach Behandlung 
mit Celecoxib in unterschiedlichen Konzentrationen dargestellt. Diese 
Wachstumskurven wurden aus den Daten von drei unabhängigen Experimenten 
erstellt. Die Werte für eine Celecoxib-Konzentration von 10 µM unterschieden sich 
ab dem sechsten Tag hoch signifikant (p<0,001) von der Kontrolle, während für die 
Konzentrationen 30 µM, 50 µM und 70 µM bereits ab dem dritten Tag, also 48 
Stunden nach Zugabe, hoch signifikant (p<0,001) niedrigere Zellzahlen im Vergleich 
zur Kontrolle beobachtet wurden. Bei 70 µM Celecoxib konnte kaum noch eine 
Zunahme der Zellzahl beobachtet werden. Ein Versuch mit 100 µM wurde ebenfalls 




























0 µM Kontrolle (N=3)
10 µM Celecoxib (N=3)
30 µM Celecoxib (N=3)
50 µM Celecoxib (N=3)
70 µM Celecoxib (N=3)
 
Abb. 7: Wachstumskurven der FaDu-Zellen unter Einfluss von Celecoxib  
  (Zugabe am Tag 1). * p < 0.05, ** p < 0.001 
 
 
Auch für die Zelllinie FaDu wurden vom zweiten bis zum achten Tag für die 
unterschiedlichen Celecoxib-Konzentrationen die Populationsverdopplungszeiten 
mittels linearer Regression bestimmt. Die entsprechenden Werte finden sich in 
Tabelle 6. Der IC50-Wert wurde mit 40µM bestimmt. 
 
 
Tab. 6: Populationsverdopplungszeiten unter Einfluss von Celecoxib für die  




in Stunden +/– ∆tPD 
0 (Kontrolle) 22 +/– 1 
10 25 +/– 1 
30 29 +/– 2 
50 82 +/– 10 






Die Wachstumskurven der Zelllinie A549 nach Behandlung mit dem Wirkstoff 
Cetuximab in unterschiedlichen Konzentrationen zeigt die Abbildung 8. Die 
gezeigten Wachstumskurven resultieren aus den Ergebnissen von vier unabhängigen 
Experimenten. Es zeigte sich für alle drei Wirkstoffkonzentrationen kein 
signifikanter Unterschied zur Kontrolle. Eine Tendenz zur Wachstumsverzögerung 
war zu erkennen, welche jedoch unabhängig von der Wirkstoffkonzentration war. 
Dies zeigte sich auch in den Populationsverdopplungszeiten (Tabelle 7), die 
wiederum mittels linearer Regression aus den Werten der Wachstumskurve vom 
























0 nM Kontrolle (N=4)
30 nM Cetuximab (N=4)
60 nM Cetuximab (N=4)
120 nM Cetuximab (N=4)
 
Abb. 8: Wachstumskurven der A549-Zellen unter Einfluss von Cetuximab  
  (Zugabe am Tag 1). 
 
Tab. 7: Populationsverdopplungszeiten unter Einfluss von Cetuximab für die  




in Stunden +/– ∆tPD 
0 (Kontrolle) 23 +/– 1 
30 25 +/– 1 
60 25 +/– 1 





Für die Zelllinie FaDu zeigte sich in Abbildung 9 ein ähnliches Bild. Hier resultieren 
die gezeigten Wachstumskurven ebenfalls aus den Daten von vier unabhängigen 
Versuchen. Auch hier lagen die Kurven nach Wirkstoffzugabe tendenziell unter der 
Kurve der Kontrolle und die Unterschiede waren ebenfalls nicht signifikant. Die 
Cetuximab-Konzentration spielte auch in diesem Fall keine Rolle. Die mittels 
linearer Regression vom zweiten bis zum achten Tag ermittelten 
























0 nM Kontrolle (N=4)
30 nM Cetuximab (N=4)
60 nM Cetuximab (N=4)
120 nM Cetuximab (N=4)
 
Abb. 9: Wachstumskurven der FaDu-Zellen unter Einfluss von Cetuximab  
  (Zugabe am Tag 1). 
 
 
Tab. 8: Populationsverdopplungszeiten unter Einfluss von Cetuximab für die  




in Stunden +/– ∆tPD 
0 (Kontrolle) 34 +/– 4 
30 37 +/– 5 
60 37 +/– 4 






3.2 Koloniebildungstests – klonogenes Überleben 
 
 
3.2.1 Einfluss von Celecoxib auf das klonogene Überleben 
 
Zunächst sollen die Ergebnisse der Koloniebildungstests mit der ersten Methode, bei 
der die Zellen nach der Inkubation mit Celecoxib neu ausgesät wurden, dargestellt 
werden. Die Abbildungen 10a-c zeigen die Ergebnisse dieser Versuche für die 
Zelllinie A549 mit den Celecoxib-Konzentrationen 10, 30 und 50 µM. Die Daten für 
10 µM wurden aus 3 unabhängigen Versuchen gewonnen. Für die Daten für 30 µM 
und 50 µM wurden jeweils zwei Versuche durchgeführt. Bei keiner der drei 
verwendeten Konzentrationen konnte ein Effekt des Wirkstoffes auf das klonogene 
Zellüberleben festgestellt werden. Die durchgezogenen Linien resultieren aus einem 
nichtlinearen Fit nach dem Linear-Quadratischen-Modell. 
 
 


































































Abb. 10: Überlebenskurve der Zelllinie A549 unter Einfluss von a) 10 µM (N=3),
b) 30 µM (N=2) und c) 50 µM (N=2) Celecoxib. 
 
 
Die Ergebnisse der analogen Versuche für die Zelllinie FaDu sind in den 
Abbildungen 11a-c dargestellt. Die Überlebenskurven der Zellen nach Behandlung 
mit Celecoxib-Konzentrationen von 10 bzw. 50 µM stammen aus den Ergebnissen 





Konzentration von 30 µM wurden aufgrund der sich andeutenden Differenzen 
insgesamt 5 unabhängige Versuche durchgeführt. Auch für die FaDu-Zellen konnte 
für keine der drei getesteten Wirkstoffkonzentrationen eine Strahlensensibilisierung 
gezeigt werden. Für die mit 30 µM behandelten Zellen deutete sich eher an, dass sie 
sich etwas strahlenresistenter zeigen. Jedoch sind auch hier für alle Versuche die 
Unterschiede nicht signifikant. Auch in diesem Fall wurde ein nichtlinearer Fit nach 






































































Abb. 11: Überlebenskurve der Zelllinie FaDu unter Einfluss von a) 10 µM (N=2),
b) 30 µM (N=5) und c) 50 µM Celecoxib. 
 
 
Die zweite Methode, bei der die Zellen nach der Bestrahlung nicht abtrypsiniert und 
neu ausgesät, sondern weiter inkubiert wurden, zeigte bei der Zelllinie A549 
qualitativ ähnliche Ergebnisse für die Ansätze mit 30µM Celecoxib. Hier wurde 
zudem der Bestrahlungszeitpunkt variiert (24, 48 und 72 h nach Wirkstoffzugabe). 











a) Bestrahlung am 1. Tag
 
 



















b) Bestrahlung am 2. Tag
 
 



















c) Bestrahlung am 3. Tag
 
 















Abb. 12: Überlebenskurve der Zelllinie A549 nach Exposition mit 30 µM Celecoxib 
und Bestrahlung a) 24 h (N=2) , b) 48h (N=2) und c) 72h (N=2) nach der Einsaat. 
 
 
Für die Erstellung der Zellüberlebenskurven wurden für jeden Bestrahlungszeitpunkt 
jeweils zwei unabhängige Experimente durchgeführt. Es ist deutlich zu erkennen, 
dass auch unter diesen Bedingungen kein Einfluss des Wirkstoffes Celecoxib auf die 
Strahlensensibilität der Tumorzellen festgestellt werden konnte. Wenn überhaupt 
Unterschiede zur Kontrolle beobachtet wurden, so waren diese sehr klein und nicht 
signifikant. Die Variation des Bestrahlungszeitpunktes führte ebenfalls nicht zu 
Unterschieden in den Überlebenskurven. Anhand der durchgezogenen Linien, 
welche auch hier nach dem Linear-Quadratischen-Modell angepasst wurden, wird 
dieses Ergebnis nochmals verdeutlicht. 
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse mit den A549-Zellen wurde diese zweite 





3.2.2 Einfluss von Cetuximab auf das klonogene Überleben 
 
Die Ergebnisse für die alleinige Behandlung der Zellen mit Cetuximab sind im 
Folgenden dargestellt. Für die Erstellung der Überlebenskurven fand ausschließlich 





nach der Bestrahlung weiter inkubiert. Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse für die 
Zelllinie A549. Es wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt. Dabei fiel auf, 
dass in jedem der drei Experimente die Zugabe von Cetuximab zu einer leichten 
Verringerung der Überlebensfraktion führte. Damit konnte tendenziell ein 
strahlensensibilisierender Effekt beobachtet werden. Die Varianz der Ergebnisse der 
unabhängigen Experimente war jedoch so groß, dass kein signifikanter Unterschied 
zwischen den mit Cetuximab behandelten und den unbehandelten Zellen der 
Kontrolle vorlag. 
 











































Abb. 13: Überlebenskurve der Zelllinie 
A549 nach Exposition mit 60 nM 
Cetuximab (N=3). 
 Abb. 14: Überlebenskurve der Zelllinie 




In Abbildung 14 sind die analogen Ergebnisse für die Zelllinie FaDu dargestellt. Hier 
zeigte sich im Gegensatz zur Zelllinie A549 tendenziell ein strahlenprotektiver 
Effekt unter dem Einfluss von Cetuximab. Allerdings war auch dieser Unterschied 






3.2.3 Einfluss der kombinierten Behandlung mit Celecoxib und Cetuximab auf 
das klonogene Überleben 
 
Neben der Behandlung der Tumorzellen mit je einem Wirkstoff sollte anschließend 
getestet werden, ob eine Kombination der Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab das 
Überleben der Zellen beeinflusst. Celecoxib wurde dazu mit einer Konzentration von 
30 µM und Cetuximab mit einer Konzentration von 60 nM eingesetzt. 
In der Abbildung 15 sind die Überlebenskurven für die Zelllinie A549 dargestellt. 
Die Ergebnisse resultieren aus 4 unabhängigen Experimenten. Hier war deutlich ein 
strahlensensibilisierender Effekt zu erkennen. Die Unterschiede der 


















































Abb. 15: Überlebenskurve der Zelllinie 
A549 nach Exposition mit 60 nM 
Cetuximab und 30 µM Celecoxib 
(N=4). * p < 0.05 
 Abb. 16: Überlebenskurve der Zelllinie 
FaDu nach Exposition mit 60nM 






Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse für die Zelllinie FaDu. Auch hier wurden vier 
unabhängige Versuche durchgeführt. Allerdings war unter diesen Bedingungen 
allenfalls eine Tendenz zur Strahlensensibilisierung zu erkennen. Die Unterschiede 
der Überlebensfraktionen waren nicht signifikant. 
Auch bei diesen Versuchsansätzen wurde ein nichtlinearer Fit nach dem Linear-
Quadratischen-Modell (durchgezogene Linien) durchgeführt, der abschließend 
hinsichtlich der Zahlenwerte exemplarisch ausgewertet werden soll. In Tabelle 9 sind 
die Ergebnisse dieser Anpassungen dargestellt. 
 
 
Tab. 9: Ausgewählte Ergebnisse der nichtlinearen Fits an die Daten der  
  Überlebenstests. 
Zelllinie Wirkstoffzugabe α +/– ∆α [Gy-1] β +/– ∆β [Gy-2] 
A549 Kontrolle 0,10 +/– 0,01 0,027 +/– 0,002 
 60 nM Cetuximab + 30 µM Celecoxib 0,21 +/– 0,03 0,051 +/– 0,007 
    
FaDu Kontrolle 0,08 +/– 0,01 0,043 +/– 0,003 




Es ist deutlich zu erkennen, dass sich sowohl die α– als auch die β–Werte für die 
Zelllinie A549 bei einer Behandlung mit der Wirkstoffkombination in etwa 
verdoppelten, während sie für die Zelllinie FaDu nahezu gleich blieben. Der 
Unterschied war für die A549-Zellen hoch signifikant (p<0,001).  Das Verhältnis α/β 
wurde jedoch auch bei den A549-Zellen kaum durch die Zugabe der Wirkstoffe 
beeinflusst (α/β = 3,7 Gy für die Kontrolle,  α/β = 4,1 Gy für die 







3.3 γH2AX-Tests – Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 
 
Für beide Zelllinien wurde mittels γH2AX-Test eine quantitative Analyse der 
Reparaturkapazität von DSB durchgeführt. Dazu wurden die angefärbten DSB unter 
dem Fluoreszenz-Mikroskop für mindestens 50 Zellen pro Ansatz gezählt. Die 
Abbildungen 17a und 17b zeigen beispielhaft Aufnahmen mit der Mikroskopkamera 




Abb. 17: Beispiel für die Anfärbung der DNA-Doppelstrangbrüche in einer Probe 




Es wurde die Zahl der residualen DSB der Kontrollproben ohne Wirkstoffzusatz mit 
denen der Proben unter Einfluss von 30 µM Celecoxib und 60 nM Cetuximab, 
jeweils allein und in Kombination, verglichen. Zudem war der Zeitpunkt der 
Probennahme für alle Ansätze, sowohl für die unbestrahlten Kontrollen als auch für 
die mit einer Dosis von 4 Gy bestrahlten Ansätze, jeweils zwei Stunden bzw. 24 
Stunden nach der Bestrahlung. Die quantitative Auswertung von jeweils drei 
unabhängigen Experimenten soll zunächst für die Zelllinie A549 dargestellt werden. 
Die Abbildung 18 zeigt die Daten für die unbestrahlten Kontrollen, während in 










































Abb. 18: Mittlere Anzahl der DNA-Doppelstrangbrüche pro Zelle in der Zelllinie 






































Abb. 19: Mittlere Anzahl der DNA-Doppelstrangbrüche pro Zelle in der Zelllinie 






In Abbildung 18 ist deutlich zu erkennen, dass bereits in den nur scheinbestrahlten 
Proben eine geringe mittlere Anzahl an residualen DSB pro Zelle vorlag. Zwei 
Stunden nach der Scheinbestrahlung wurden im Mittel etwa vier, nach weiteren 22 
Stunden noch etwa zwei DSB pro Zelle gezählt. Aufgrund der großen Varianzen war 
dieser Unterschied jedoch nicht signifikant. Der Zusatz der Wirkstoffe Celecoxib und 
Cetuximab bewirkte weder jeweils allein noch in Kombination einen signifikanten 
Unterschied zur Kontrolle ohne Wirkstoffe. 
Die Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy erhöhte die Anzahl der DNA-
Doppelstrangbrüche zwei Stunden nach der Exposition signifikant (p<0,01) auf mehr 
als 400 % der scheinbestrahlten Kontrolle (Abbildung 19). 24 Stunden nach der 
Bestrahlung wurden im Vergleich dazu dann wieder signifikant (p<0,05) weniger 
DNA-Doppelstrangbrüche gezählt, aber immer noch etwa dreimal so viele, wie in 
der scheinbestrahlten Kontrolle. Dieser Unterschied zwischen der scheinbestrahlten 
Kontrolle und den bestrahlten Zellen war jedoch aufgrund der großen Varianzen 
nicht signifikant (0,14<p<0,17). Zudem bewirkte auch hier der Zusatz der Wirkstoffe 
weder allein noch in Kombination einen Unterschied zur wirkstofffreien Kontrolle. 
Für die analogen Versuche mit der Zelllinie FaDu zeigte sich ein qualitativ anderes 
Ergebnis. In der Abbildung 20 sind die Daten für die scheinbestrahlten Kontrollen, in 
der Abbildung 21 die Daten für die mit einer Dosis von 4 Gy behandelten Zellen 
dargestellt. Es wurden ebenfalls jeweils drei unabhängige Experimente durchgeführt. 
Auch hier konnte schon in der scheinbestrahlten Kontrolle (Abbildung 20) eine 
geringe Anzahl an DSB nachgewiesen werden. Zwei Stunden nach der 
Scheinbestrahlung wurden im Mittel wiederum etwa vier DSB pro Zelle gezählt. 24 
Stunden nach der Scheinbestrahlung erhöhte sich die Anzahl geringfügig auf etwa 
fünf pro Zelle. Dieser Unterschied war jedoch ebenfalls nicht signifikant. Die Zugabe 
der Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab hatte auch hier weder jeweils allein noch in 











































Abb. 20: Mittlere Anzahl der DNA-Doppelstrangbrüche pro Zelle in der Zelllinie 









































Abb. 21: Mittlere Anzahl der DNA-Doppelstrangbrüche pro Zelle in der Zelllinie 





Die Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy führte bei den FaDu-Zellen zu Zunahme  
der Anzahl der DSB auf etwa 300 % zwei Stunden nach der Bestrahlung 
(Abbildung 21). Nach weiteren 22 Stunden konnte tendenziell wieder eine 
Verringerung der Anzahl festgestellt werden, welche jedoch nur für die 
wirkstofffreien Kontrollen signifikant war. Auch waren 24 Stunden nach der 
Bestrahlung immer noch tendenziell mehr DSB vorhanden als nach der 
Scheinbestrahlung. Allerdings war dieser Unterschied aufgrund der großen 
Varianzen nicht signifikant. Die Zugabe der Wirkstoffe beeinflusste die ermittelte 
Anzahl an DSB auch in diesem Versuchsansatz nicht. 
Im Vergleich der Zelllinien A549 und FaDu bezüglich der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen konnte also ein qualitativ unterschiedliches Verhalten 
beobachtet werden. Zum einen wurden im Zeitfenster zwei Stunden nach der 
Bestrahlung bei den A549-Zellen im Mittel mehr DSB pro Zelle gezählt als bei den 
FaDu-Zellen. Der Unterschied war zwar nicht signifikant, aber in der Tendenz 
sowohl für die Kontrolle als auch für die Proben mit Wirkstoffzugabe zu beobachten. 
Zum Anderen kehrte sich das Ergebnis 24 Stunden nach der Bestrahlung um. Zu 
diesem Zeitpunkt war die mittlere Anzahl der DSB pro Zelle in den FaDu-Zellen 
tendenziell höher als in den A549-Zellen. Auch dieser Unterschied war nicht 
signifikant, aber qualitativ ebenfalls in allen Proben zu beobachten. Insgesamt ergab 
sich damit eine deutlich unterschiedliche Reparaturkapazität innerhalb von 22 
Stunden. Während die Anzahl der DSB für die Zellen der Zelllinie A549 auf 
ca. 25 % abnahm, wurden bei den Zellen der Zelllinie FaDu in dieser Zeit weniger 
als 50 % der Schäden repariert. Das Verhältnis der Anzahl der DSB nach 2 Stunden 
bzw. 24 Stunden in jedem Einzelversuch wurde als Reparaturkapazität definiert. Bei 
der Betrachtung aller Versuche ergab sich für die A549-Zellen ein Verhältnis von 
4,0 +/– 2,4 und für die FaDu-Zellen ein Verhältnis von 1,8 +/– 0,7. Damit konnte 










3.4 Durchflusszytometrie – Zellzyklus 
 
Die Ergebnisse der Untersuchung des Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie sollen 
im Folgenden dargestellt werden. 
Zunächst wurde untersucht, ob die Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab jeweils 
allein und in Kombination den Zellzyklus der beiden Zelllinien A549 und FaDu 
beeinflussen. Analog zu den anderen durchgeführten Experimenten betrug die 
getestete Konzentration für Celecoxib 30 µM und für Cetuximab 60 nM. Die 
Ergebnisse der Durchflusszytometrie 72 Stunden nach der Wirkstoffzugabe sind in 
der Abbildung 22 (A549-Zellen) und in der Abbildung 23 (FaDu-Zellen) dargestellt. 
Für beide Zelllinien wurden jeweils drei unabhängige Experimente durchgeführt. 
Während der Wirkstoff Celecoxib die Verteilung des Zellzyklus für beide Zelllinien 
nicht beeinflusste, war der Wirkstoff Cetuximab offensichtlich in der Lage, 
Tumorzellen in der G0/G1-Phase des Zellzyklus zu arretieren und den Anteil der S-
Phase-Zellen zu verringern. Bei den FaDu-Zellen konnte nach der Behandlung mit 
Cetuximab eine Zunahme des Anteils der Zellen in der G0/G1-Phase um 9,2 % und 
eine Abnahme bei den S-Phase-Zellen um 7,8 % beobachtet werden (Abbildung 23). 
Bei der Wirkstoffkombination war der Unterschied zur Kontrolle etwas weniger 
ausgeprägt (G0/G1-Phase: + 6,8 % ; S-Phase: – 5,3 %). Dieser Effekt war bei den 
A549-Zellen zwar in der gleichen Tendenz zu beobachten, der Unterschied zur 
Kontrolle betrug jedoch für eine Behandlung mit Cetuximab allein nur 1,4 % 
(Abbildung 22). Bei der Behandlung mit der Wirkstoffkombination war der Effekt 
nur geringfügig stärker ausgeprägt (G0/G1-Phase: + 4,0 % ; S-Phase: – 3,4 %). Die 
Kombination beider Wirkstoffe hatte demnach keinen zusätzlichen Effekt zur Folge. 
Das Ergebnis entsprach für beide Zelllinien in etwa dem Ergebnis unter Zugabe von 
Cetuximab allein. Die Unterschiede waren dabei kleiner als 3 %. 
Die Ergebnisse der Analyse früherer Zeitpunkte (24 und 48 Stunden) nach der 
Wirkstoffzugabe wurden nicht dargestellt, da sich hier weder für die Zelllinie A549 
noch für die Zelllinie FaDu ein Einfluss auf die Zellzyklusverteilung mit 






























Abb. 22: Zellzyklusverteilung der A549-Zellen 72 h nach Zugabe von 30 µM 































Abb. 23: Zellzyklusverteilung der FaDu-Zellen 72 h nach Zugabe von 30 µM 






Während beide Zelllinien unter Zugabe von Celecoxib bzw. Cetuximab ein qualitativ 
ähnliches Verhalten bezüglich des Zellzyklus zeigten, stellte sich nach einer 
Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy ein gravierender Unterschied dar. Die 
Abbildungen 24a-c zeigen die Ergebnisse der durchflusszytometrischen 
Untersuchungen für die A549-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der 
Bestrahlung. Unmittelbar (0,5 Stunden) nach der Bestrahlung (Abbildung 24a) war 
weder ein Einfluss der Bestrahlung, noch ein Einfluss der Wirkstoffe auf die 
Zellzyklusverteilung erkennbar. Es konnte lediglich eine leichte Tendenz zum 
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0,5 h nach 
Bestrahlung
 
Abb. 24a: Zellzyklusverteilung der A549-Zellen 0,5 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 




24 Stunden nach der Bestrahlung (Abbildung 24b) nahm jedoch in den bestrahlten 
Ansätzen der Anteil der Zellen in der G2/M-Phase zu (+ 3,5 %). Dieser Effekt wurde 





Zeitpunkt die Zunahme der Zellzahl in der G0/G1-Phase durch den Wirkstoff 
Cetuximab noch deutlicher zu erkennen (+ 6,3 %). Damit ergab sich eine Reduktion 
des Zellanteils in der S-Phase durch die Bestrahlung, welche sowohl durch den 
Wirkstoff Celecoxib als auch durch Cetuximab verstärkt wurde. Den geringsten 
Anteil an Zellen in der S-Phase hatten im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle 
(27,3 %) die Proben, die mit der Kombination von Celecoxib und Cetuximab 
behandelt wurden (15,9 %). 
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24 h nach 
Bestrahlung
 
Abb. 24b: Zellzyklusverteilung der Zelllinie A549 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 




48 Stunden nach der Bestrahlung konnte für die bestrahlten Zellen ein ausgeprägter 
G2/M-Arrest beobachtet werden, der bei den mit Celecoxib behandelten Zellen mit 
einem Zellanteil von 22,7 % am deutlichsten war (Kontrolle: 12,1 %). 
Ein Einfluss des Wirkstoffs Cetuximab war zu diesem Zeitpunkt nicht mehr 
nachzuweisen. Der vorher beobachtete G0/G1-Arrest war im Vergleich zur 





diesem Zeitpunkt der Anteil der S-Phase-Zellen durch die Bestrahlung bereits 
deutlich reduziert (– 10,6 %), wobei dieser Effekt insbesondere durch die 
Kombination der Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab verstärkt wurde (– 12,8 %).  
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48 h nach 
Bestrahlung
 
Abb. 24c: Zellzyklusverteilung der Zelllinie A549 48 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 




Für die FaDu-Zellen zeigte sich ein anderes Bild (Abbildungen 25a-c). Hier wurde 
der Anteil der S-Phase-Zellen durch die Bestrahlung nicht reduziert, sondern erhöht. 
Dieser Effekt war bereits unmittelbar (0,5 Stunden) nach der Bestrahlung 
(Abbildung 25a) zu beobachten (S-Phase: + 2,9 %). Auch 24 Stunden nach der 
Bestrahlung (Abbildung 25b) konnte im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle ein 
erhöhter Anteil der S-Phase-Zellen (+ 6,0 %) beobachtet werden. Der Wirkstoff 
Cetuximab konnte diesen Effekt durch eine Arretierung von Zellen in der G0/G1-
Phase (+ 7,3 %) nahezu aufheben. Dennoch konnte der Anteil der S-Phase-Zellen im 
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle weder durch die Wirkstoffe jeweils allein, 
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0,5 h nach 
Bestrahlung
 
Abb. 25a: Zellzyklusverteilung der Zelllinie FaDu 0,5 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 









































24 h nach 
Bestrahlung
 
Abb. 25b: Zellzyklusverteilung der Zelllinie FaDu 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 






Auch bei der Analyse des Zellzyklus 48 Stunden nach Bestrahlung (Abbildung 25c) 
blieb das Ergebnis ähnlich. Der Anteil der Zellen in der S-Phase war bei der 
bestrahlten Kontrolle mit 32,7 % nach wie vor größer als in der unbestrahlten 
Kontrolle mit 23,9 %. Cetuximab konnte diesen Effekt wiederum aufheben, 
allerdings zu diesem Zeitpunkt durch eine Arretierung von Zellen in der G0/G1-
Phase (+ 4,8 %) und in der G2/M-Phase (+ 5,6 %), verglichen mit der bestrahlten 
Kontrolle. Ein G2/M-Arrest durch Celecoxib konnte jedoch nicht gezeigt werden. 
Stattdessen war bei den FaDu-Zellen ein deutlicher G0/G1-Arrest (+ 9,7 %) unter 
Einfluss von Celecoxib zu erkennen. Dadurch führte auch hier die Kombination der 
Wirkstoffe zur geringsten Anzahl von Zellen in der S-Phase, wenngleich diese mit 
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Abb. 25c: Zellzyklusverteilung der Zelllinie FaDu 48 h nach Bestrahlung mit 4 Gy 




Die Reaktion der Zelllinien auf die Bestrahlung war also hinsichtlich der 





und Celecoxib sowie deren Kombination war jedoch in beiden Zelllinien teilweise 
ähnlich. So führte Cetuximab in beiden Zelllinien zur Arretierung von Zellen in der 
G0/G1-Phase. Unter Einfluss von Celecoxib zeigte sich eine Arretierung von A549-
Zellen in der G2/M-Phase und von FaDu-Zellen in der G0/G1-Phase. Die 
Kombination der Wirkstoffe führte in beiden Zelllinien zu einer Minimierung der 








Der Vergleich des Zellwachstums mit und ohne Wirkstoffzugabe lässt erste Schlüsse 
auf den Einfluss der Substanzen auf die Tumorzellen in Kultur zu. In der 
vorliegenden Arbeit ging es in den Wachstumsversuchen vor allem darum, die 
Wirkstoffe auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen und im Anschluss 
daran die Konzentration für die nachfolgenden Versuche festzulegen. 
Die nativen Wachstumskurven ohne Wirkstoffzugabe zeigten einen typischen 
Verlauf. Ein bis zwei Tage nach der Einsaat (lag-Phase) begann bei beiden Zelllinien 
das exponentielle Wachstum (log-Phase), welches über die gesamten 8 Tage anhielt. 
Eine beginnende Sättigung wurde aufgrund der geringen Einsaatzellzahl erst ab dem 
achten Tag beim Überschreiten einer Zellzahl von 105 Zellen/cm² beobachtet. Die 




4.1.1 Zellwachstum unter Einfluss von Celecoxib 
 
Die Ergebnisse der Wachstumsversuche mit Celecoxib zeigten für die beiden 
untersuchten Zelllinien ein ähnliches Verhalten. Der Wirkstoff verursachte sowohl 
bei den A549- als auch bei den FaDu-Zellen eine dosisabhängige 
Wachstumsverzögerung. Mit steigender Dosierung nahm das Wachstum der Zellen 
deutlich ab. Es wurden IC50-Werte von 38 µM (A549) und 40 µM (FaDu) ermittelt. 
Ab einer Celecoxib-Dosis von 70 µM konnte für die Zelllinie FaDu kaum noch eine 
Zunahme der Zellzahl beobachtet werden. Noch höhere Celecoxib-Konzentrationen 
führten zum Absterben aller Zellen nach wenigen Tagen. Diese beobachtete 
dosisabhängige Wirkung von Celecoxib auf das Wachstum von Tumorzellen wurde 
in der Literatur vielfach beschrieben und konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. So 
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wurde diese Wirkung für A549- und MCa-35-Zellen (Mamma-Karzinom-Zellen) 
gezeigt [80]. Für weitere Mamma-Karzinom-Zelllinien konnte dies bestätigt 
werden [81]. Sun et al. (2005) testeten neben der Zelllinie A549 zwölf weitere 
Bronchial-Karzinom-Zelllinien und fanden für diese Zellen ebenfalls eine 
dosisabhängige Wachtumsverzögerung [82]. Das gleiche Verhalten konnte für fünf 
Zelllinien von Plattenepithel-Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches nachgewiesen 
werden [83]. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten IC50-Werte für die 
Wachstumsverzögerung liegen ebenfalls in publizierten Größenordnungen 
(34 µM für MDA-MB-231 Zellen [81], 19 bis 33 µM für Bronchial-Karzinom-
Zellen, 20 µM für A549 [82], 25 bis 50 µM für verschiedene Kopf-Hals-Tumor-
Zellen [83]). 
Die Wachstumskurven selbst lassen jedoch noch keinen Schluss auf die eigentliche 
Wirkung des Wirkstoffs Celecoxib zu. Für die beobachteten Wachstums-
verzögerungen werden verschiedene Ursachen diskutiert. Zum einen wurde für 
diverse Tumorzelllinien ein von der Celecoxib-Konzentration abhängiger Arrest von 
Tumorzellen in der G1-Phase beobachtet [84, 85], der unmittelbar eine 
Proliferationshemmung verursacht. Zum anderen können gerade bei höheren 
Wirkstoffkonzentrationen zytotoxische Effekte, wie die Induktion von Apoptose 
[80, 82, 85, 86], eine Rolle spielen, die aktuell auch bei anderen COX-2-Inhibitoren 
beobachtet wurden [87]. 
Auch in vivo sind für die A549-Zellen und weitere Tumorzelllinien 
Wachstumsverzögerungen unter Celecoxibgabe nachgewiesen worden. So konnte 
gezeigt werden, dass sekundäre A549-Tumore in Mäusen durch Celecoxib im 
Wachstum gehemmt werden [88]. Der gleiche Effekt wurde bei Colon-Karzinomen 




4.1.2 Zellwachstum unter Einfluss von Cetuximab 
 
Für den Wirkstoff Cetuximab war der Einfluss auf die beiden Zelllinien ebenfalls 
ähnlich. Es wurde sowohl für die Zelllinie A549 als auch für die FaDu-Zellen eine 
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leichte Tendenz zur Wachstumshemmung beobachtet, die jedoch insgesamt für keine 
der getesteten Wirkstoffkonzentrationen signifikant war. Auffallend war außerdem, 
dass für alle untersuchten Cetuximab-Konzentrationen nahezu der gleiche Effekt 
nachgewiesen wurde. Dies stellt ein typisches Sättigungsverhalten für einen 
Antikörper dar. Wenn die Bindungsstellen für den Antikörper (hier die EGF-
Rezeptoren) komplett belegt sind, ist eine weitere Erhöhung der Wirkstoffdosis für 
die spezifische Wirkung des Antikörpers ohne Bedeutung.  
In der Literatur wurden zu zytotoxischen bzw. -statischen Effekten von Cetuximab 
unterschiedliche Angaben gemacht. Ein Einfluss des Antikörpers auf das Wachstum 
konnte sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden [90-92]. Teilweise 
korrelierte die Stärke dieses Effektes mit der EGF-Rezeptor-Expression. So konnte 
gezeigt werden, dass Tu212-Zellen (Kopf-Hals-Tumor mit sehr hoher EGFR-
Expression) sehr stark durch Cetuximab im Wachstum gehemmt wurden, während 
für A549-Zellen mit niedrigerer EGFR-Expression nur eine moderate 
Wachstumsverzögerung beobachtet wurde [90]. Für die Bronchialkarzinom-
Zelllinien A549, H460 und SW1573 wurde ein vernachlässigbarer bis moderater 
Effekt beschrieben [91]. Dies deckt sich mit den in der vorliegenden Arbeit 
erhaltenen Daten. Für die Zelllinie FaDu wurde ein dosisabhängiger, zytotoxischer 
Effekt beschrieben [93], der bei einer Cetuximab-Konzentration von 60 nM eine 
Reduktion der Zellzahl um mehr als 50 % zeigt. Dies konnte mit den in dieser Arbeit 




4.2 Klonogenes Überleben 
 
Der Koloniebildungstest stellt in der Strahlenbiologie eine Art Goldstandard zur 
Untersuchung des klonogenen Überlebens von Tumorzellen in vitro dar. Die daraus 
gewonnenen Zellüberlebenskurven sind ein direktes Maß für die Strahlensensibilität 
der untersuchten Zellen. Insofern bot sich dieser Test gerade deshalb in der 
vorliegenden Arbeit an, weil die Strahlensensibilität der Tumorzellen im Hinblick 
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4.2.1 Klonogenes Überleben unter Einfluss von Celecoxib 
 
In den Koloniebildungstests zeigten beide Zelllinien bei Behandlung mit Celecoxib 
und Photonenstrahlung wiederum ein ähnliches Verhalten. Unter den genutzten 
Bedingungen konnte kein signifikanter strahlensensibilisierender Effekt festgestellt 
werden. Während dies für die Zelllinie FaDu in der Literatur auch so beschrieben 
wurde [69], konnten Literaturdaten, die eine Strahlensensibilisierung der A549-
Zellen zeigten [69, 70, 94], in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Aus 
diesem Grund wurden die Versuchsdurchführungen für die Zelllinie A549 in 
vielfältiger Weise variiert. Dabei wurde versucht, alle in der Literatur beschriebenen 
Methoden für die Koloniebildungstests, bei denen ein Effekt für die A549-Zellen 
unter Einfluss von Celecoxib beobachtet wurde, zu reproduzieren. So wurden sowohl 
Versuche mit und ohne Ausplattierung der Zellen nach Bestrahlung durchgeführt. 
Zudem wurden die Wirkstoffkonzentrationen und der Bestrahlungszeitpunkt variiert. 
Trotzdem ließ sich ein strahlensensibilisierender Effekt in keinem Versuch 
nachweisen. Allerdings sind auch dazu Daten unter anderem für die Zelllinie A549 
publiziert [80], so dass davon ausgegangen werden kann, dass Celecoxib nicht 
generell eine strahlensensibilisierende Wirkung auf Tumorzellen, insbesondere die 
Zelllinie A549, ausübt. Zudem wurden in der Literatur die verschiedensten Ursachen 
für einen solchen strahlensensibilisierenden Effekt diskutiert. Es wurden 
beispielsweise die Induktion von Apoptose [70], die Beeinflussung des Zellzyklus 
[70, 94], die Hemmung der DNA-Reparatur [95] und auch Cyclooxygenase-2-
unabhängige Wirkungsmechanismen [69] beschrieben. All dies legt den Schluss 
nahe, dass eine strahlensensibilisierende Wirkung des COX-2-Inhibitors Celecoxib 
auf Tumorzellen weiterhin kritisch hinterfragt und mit weiteren Untersuchungen 




4.2.2 Klonogenes Überleben unter Einfluss von Cetuximab 
 
Im Gegensatz zu Celecoxib lieferte die Behandlung mit Cetuximab hinsichtlich einer 
Strahlensensibilisierung Ergebnisse, die mit derzeitigen Literaturangaben tendenziell 
übereinstimmten. Während für die Zelllinie A549 eine Strahlensensibilisierung durch 
Cetuximab und andere EGFR-Inhibitoren beschrieben wurde [96, 97], konnte dies 
für die Zelllinie FaDu nicht gezeigt werden [97]. Die Blockierung des EGF-
Rezeptors durch Cetuximab führte damit nicht generell zu einer Strahlen-
sensibilisierung. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse unterstützen diese 
Annahme. Zwar konnte hier keine signifikante Strahlensensibilisierung der Zelllinie 
A549 durch den Wirkstoff Cetuximab nachgewiesen werden, dennoch lag das 
Überleben der Zellen unter Einfluss des Wirkstoffes tendenziell unterhalb der 
unbehandelten Kontrolle. Bei der Zelllinie FaDu zeigten die Messwerte in den 
Überlebenskurven hingegen eine Tendenz zu einer strahlenprotektiven Wirkung 
durch den Wirkstoff Cetuximab. Allerdings waren die Varianzen in den 
unabhängigen Versuchen auch hier so groß, dass die Unterschiede zur Kontrolle 
ebenfalls nicht signifikant waren. Dennoch werden in der Literatur verschiedene 
Wirkungsmechanismen diskutiert, die zu einer Strahlensensibilisierung von 
Tumorzellen durch die Blockierung des EGF-Rezeptors führen sollen [98-101]. Für 
die in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien A549 und FaDu werden dabei im 
Wesentlichen Prozesse beschrieben, die die Reparaturkapazität der Tumorzellen für 




4.2.3 Klonogenes Überleben unter Einfluss von Celecoxib und Cetuximab 
 
Die Kombination der beiden Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab führte zu einem 
signifikanten strahlensensibilisierenden Effekt bei den A549-Zellen. Bei den FaDu-
Zellen konnte dieser Effekt zwar nicht signifikant gezeigt werden, jedoch lag auch 
hier das Überleben bei Einsatz der Wirkstoffkombination unterhalb der 
unbehandelten Kontrolle. Die Tendenz zur Strahlenprotektion, die der Wirkstoff 
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Cetuximab allein zeigte, konnte mit der Wirkstoffkombination nicht mehr beobachtet 
werden. In der Literatur gibt es bislang keinerlei Daten zu einer 
Wirkstoffkombination von Celecoxib und Cetuximab hinsichtlich einer Strahlen-
sensibilisierung für die hier untersuchten Tumorzellen. Jedoch wurde ein 
synergistischer Effekt für die Kombination von Celecoxib und Gefitinib, einem 
Tyrosinkinase-Inhibitor des EGF-Rezeptors, für verschiedene Tumorzelllinien 
gezeigt [70]. Dieser konnte aber nicht für die Zelllinie A549 beobachtet werden [70]. 
Wie bereits erwähnt, zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch deutlich 
einen synergistischen Effekt bei Kombination der Wirkstoffe Celecoxib und 
Cetuximab bei den A549-Zellen. Um auf die Ursachen dieses 
strahlensensibilisierenden Effektes zu schließen, wurden in einem nichtlinearen Fit 
nach dem Linear-Quadratischen-Modell an die Messdaten der Überlebenskurve die 
Parameter α und β bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass beide Parameter bei 
den A549-Zellen durch die Zugabe der Wirkstoffkombination aus Celecoxib und 
Cetuximab gegenüber der unbehandelten Kontrolle in etwa verdoppelt wurden. Die 
Unterschiede zur Kontrolle waren hoch signifikant. Das Verhältnis α/β, welches sich 
als das Reparaturvermögen der Zellen für subletale Strahlenschäden interpretieren 
lässt, wurde bei Applikation der Wirkstoffkombination hingegen nicht signifikant 
beeinflusst. Dies zeigt, dass die nachgewiesene synergistische Wirkung unter 
Einfluss der Wirkstoffkombination möglicherweise nicht durch einen Effekt auf die 




4.3 Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 
 
Die Reparatur von subletalen Strahlenschäden an der DNA ist für das klonogene 
Überleben von eukaryotischen Zellen essentiell [102]. DNA-Doppelstrangbrüche 
(DSB) stellen dabei die für das Überleben biologisch wesentlichste Läsion nach der 
Einwirkung ionisierender Strahlung dar [103, 104]. 
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In der vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss der Wirkstoffe Celecoxib bzw. 
Cetuximab, weder allein noch in Kombination, auf die Reparatur solcher DSB 
nachgewiesen werden. Dies steht im Widerspruch zu publizierten Daten für die 
Zelllinie A549, welche eine deutliche Erhöhung der Anzahl residueller DSB 
24 Stunden nach Bestrahlung unter Einfluss von Celecoxib [69] als auch Cetuximab 
[105] zeigten. Für die Zelllinie FaDu konnte unter Zugabe von Celecoxib hingegen 
kein Effekt nachgewiesen werden [69]. Für den Wirkstoff Cetuximab sind hingegen 
auch für diese Zelllinie Daten publiziert, die einen Einfluss auf die Reparatur von 
DSB zeigen [106]. 
Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich die beiden 
untersuchten Tumorzelllinien A549 und FaDu in ihrer Reparaturkapazität für 
radiogene DSB deutlich unterscheiden. Als Reparaturkapazität wurde hier das 
Verhältnis der experimentell ermittelten Anzahl von DSB jeweils 2 bzw. 24 Stunden 
nach Bestrahlung definiert. Während in der Zelllinie A549 in diesem Zeitfenster 
75 % der DSB repariert wurden, konnte die Zelllinie FaDu in der gleichen Zeit nicht 
einmal die Hälfte dieser Schäden beheben. Dabei ist jedoch zu berücksichtigen, dass 
bei den FaDu-Zellen durch nicht-radiogene Einflüsse (z. B. genetische Instabilität) 
mehr DSB vorkommen als bei den A549-Zellen, wie die Daten der Kontrollansätze 
ohne Bestrahlung nach 24 Stunden tendenziell zeigen. Allerdings wurden in der 
Zelllinie FaDu 2 Stunden nach der Bestrahlung auch deutlich weniger DSB gezählt 
als in der Zelllinie A549. Dies könnte eine bessere Reparaturkapazität für die FaDu-
Zellen in diesem kurzen Zeitfenster von der Bestrahlung bis zum ersten 
Messzeitpunkt nach 2 Stunden bedeuten. 
Die Definition der  Reparaturkapazität anhand der reinen Anzahl von DSB zu zwei 
Zeitpunkten ist also problematisch, solange die zeitliche Dynamik der 
Reparaturprozesse unbekannt ist. Es existieren jedoch Modelle, die Annahmen über 
die Reparaturkinetik in Tumorzellen zulassen. So werden im Allgemeinen zwei 
wesentliche Reparaturprozesse für DSB unterschieden: das nicht-homologe End-
Joining (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR) [103, 104, 107]. Das NHEJ 
repariert DSB mit einer End-zu-End-Verknüpfung der DNA-Bruchenden. Diese 
Reparatur ist im Allgemeinen nicht fehlerfrei, da das Zusammenfügen der 
Bruchenden unabhängig von der vorliegenden Sequenz der Basenpaare erfolgt und 
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daher ein Verlust von genetischer Information wahrscheinlich ist [107, 108]. Die HR 
nutzt hingegen die genetischen Informationen auf einem Schwester-Chromatid zur 
fehlerfreien Erneuerung der Bruchstelle [109]. Während Reparaturen mit dem NHEJ 
im Allgemeinen wenige Stunden nach einer Bestrahlung abgeschlossen sind, ist die 
HR ein deutlich komplexerer und langwierigerer Prozess. Auch wird nach 
radiogenen DSB das NHEJ sehr schnell über die Serin-Proteinkinase ATM (ataxia 
telangiectasia mutated) induziert. Die HR wird dagegen erst über die Proteinkinase 
ATR (ataxia telangiectasia Rad3-related) aktiviert, welche vor allem bei einem 
fehlgeschlagenen Replikationsversuch rekrutiert wird. Die vorliegenden Daten 
könnten hinsichtlich ihrer Kinetik daher ein Hinweis darauf sein, dass der Anteil der 
radiogenen Strahlenschäden, die mit der HR repariert werden, in der Zelllinie A549 
größer ist als in der Zelllinie FaDu. Die Auswahl des Reparaturprozesses ist jedoch 
ein hoch komplexer Vorgang und hängt von zahlreichen Faktoren, wie der 
Aktivierung relevanter Signalwege und nicht zuletzt von der geometrischen Struktur 
der DNA-Bruchenden ab [107, 108]. Insofern kann mit den in dieser Arbeit 
dargestellten Daten die Frage nach einem generell bevorzugten Reparaturprozess 






Der Zellzyklus von Säugerzellen besteht aus zwei Phasen, der Interphase und der 
Mitose. Bei Tumorzellen wechseln sich diese Phasen kontinuierlich zyklisch ab. Die 
Interphase wird wiederum in Unterphasen eingeteilt, die G0-Phase, in der die Zellen 
ruhen und nicht proliferieren, die G1-Phase, in der die Zellen wachsen und die 
Replikation der DNA vorbereiten, die Synthese- bzw. S-Phase, in der die DNA 
repliziert und damit jedes Chromosom dupliziert wird und die G2-Phase, in der die 
Mitose vorbereitet wird. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es möglich, den 
DNA-Gehalt von Zellen zu messen und damit den Anteil der Zellen zu bestimmen, 
die sich in den unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus (G0/G1-Phase, S-Phase oder 
G2/M-Phase) befinden [110]. 
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Für die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist der Zellzyklus insofern 
interessant, als dass die zelluläre Strahlensensibilität von der Zellzyklusphase 
abhängt, in der sich die Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung befinden. So sind 
Säugerzellen in der G2/M-Phase am strahlenempfindlichsten, während sie in der G1- 
und S-Phase vergleichsweise strahlenresistent sind. Die höchste Strahlenresistenz 
besteht in der späten S-Phase [110, 111]. 
Die Ergebnisse der Zellzyklusmessungen unterschieden sich für die untersuchten 
Zelllinien deutlich. Dies betraf zunächst die Reaktion auf die alleinige Bestrahlung 
mit einer Dosis von 4 Gy. Während in der Zelllinie A549 eine Arretierung von 
Zellen in der G2/M-Phase durch die Einwirkung der Strahlung gezeigt werden 
konnte, war dies in der Zelllinie FaDu unter den gewählten Bedingungen nicht zu 
beobachten. Dafür schien die Bestrahlung der FaDu-Zellen dazu zu führen, dass 24 
bzw. 48 Stunden nach der Bestrahlung vermehrt Zellen von der G1- in die S-Phase 
eintreten. Dieser Effekt konnte wiederum in der Zelllinie A549 nicht beobachtet 
werden. In der Konsequenz führten diese Ergebnisse dazu, dass sich der Anteil der 
Zellen in der S-Phase durch die Bestrahlung in den A549-Zellen verringerte und in 
den FaDu-Zellen erhöhte. Dieser Unterschied kann möglicherweise dadurch erklärt 
werden, dass in den untersuchten Zelllinien unterschiedliche Reaktionen auf die 
Strahleneinwirkung bzw. die strahleninduzierten DNA-Schäden ausgelöst werden. Es 
sind zahlreiche Mechanismen bekannt, die über die Proteinkinasen ATM und ATR, 
das Protein p53 und diverse Checkpoint-Proteine in den Zellzyklus 
eingreifen [112, 113]. So reagieren die Zellen z. B. mit einem Arrest am Übergang 
von der G1- in die S-Phase, um somit vor der nächsten Synthesephase die Reparatur 
von DNA-Schäden zu ermöglichen und zu verhindern, dass defekte DNA repliziert 
wird. Weiterhin ist es möglich, dass Zellen in der G2/M-Phase arretiert werden, um 
das Durchlaufen der Mitose mit defekter DNA und damit den reproduktiven Zelltod 
bzw. Chromosomenabberationen (Mutationen) zu verhindern und auch hier eine 
Reparatur zu ermöglichen. Letzteres konnte bei den A549-Zellen beobachtet werden. 
Eine Erklärung dafür, dass die Zelllinie FaDu entgegengesetzt auf eine Bestrahlung 
reagiert, liegt möglicherweise darin, dass diese Zelllinie im Gegensatz zur Zelllinie 
A549 p53-mutiert ist [114]. Dieses Protein spielt eine Schlüsselrolle in der 
Regulation des Zellzyklus. Zum Einen kann es einen G1-Arrest über die Aktivierung 
Diskussion 58
 
des Proteins p21 und damit die Hemmung der cyclin-abhängigen Kinase Cyclin-
E/CDK2 (cyclin-dependent kinase) auslösen, welche für den G1-S-Übergang 
essentiell ist. Aber auch eine Hemmung der für den G2-M-Übergang wichtigen 
CDK1 kann über das Bindeprotein 14-3-3σ durch p53 initiiert werden [112]. Es 
besteht die Möglichkeit, dass die in den FaDu-Zellen vorhandene p53-Mutation dazu 
führt, dass diese Signalwege gestört sind. 
Der Einfluss der untersuchten Wirkstoffe auf den Zellzyklus soll im Folgenden 
diskutiert werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass der 
Wirkstoff Celecoxib in unbestrahlten Zellen keinen Einfluss auf den Zellzyklus zeigt. 
Dies wurde für die Zelllinie A549 in der Literatur bereits beschrieben [80]. Bei den 
bestrahlten Zellen konnte für Celecoxib tendenziell eine moderate zusätzliche 
Arretierung von Zellen in der G2/M-Phase beobachtet werden. Ein durch die 
Bestrahlung schon vorhandener G2/M-Arrest in der Zelllinie A549 wurde durch den 
Wirkstoff leicht verstärkt. In der Zelllinie FaDu war dieser Effekt allerdings kaum 
ausgeprägt. Dieses Ergebnis deckt sich mit publizierten Daten für Zelllinien mit einer 
moderaten Überexpression von COX-2, insbesondere für die Zelllinie A549 [94]. 
Allerdings wurde z. B. für HCT-116-Zellen mit unterschiedlicher COX-2-Expression 
auch der gegenteilige Effekt beschrieben [115]. So wurde eine Abschwächung des 
G2/M-Arrests bei bestrahlten Zellen unter dem Einfluss von Celecoxib beobachtet, 
der für eine strahlensensibilisierende Wirkung verantwortlich gemacht wurde. 
Andere Arbeiten konnten einen G1-Arrest durch Celecoxib für Mamma-Karzinom-
Zellen der Maus [86], Prostata-Karzinom-Zellen der Ratte [87] und drei humanen 
Gallengang-Karzinom-Zelllinien [116] zeigen. Dies ließ sich in der vorliegenden 
Arbeit für die untersuchten Zelllinien nur teilweise beobachten. So war bei den mit 
Celecoxib behandelten A549-Zellen der Anteil in der G0/G1-Phase gegenüber der 
bestrahlten Kontrolle nur zum Zeitpunkt 24 h nach Bestrahlung leicht erhöht. Bei der 
Zelllinie FaDu konnte dies 48 h nach Bestrahlung jedoch deutlich beobachtet 
werden.  
Für den Wirkstoff Cetuximab zeigten die Messdaten bereits ohne Bestrahlung eine 
Erhöhung des Anteils von Zellen in der G0/G1-Phase. Dieser Effekt war in beiden 
Zelllinien zu beobachten und bei der Zelllinie FaDu besonders ausgeprägt. Eine 
solche Wirkung von Cetuximab ist für Prostata-Karzinom-Zellen, Kolorektal-
Diskussion 59
 
Karzinom-Zellen und Tumorzellen des Kopf-Hals-Bereiches beschrieben worden, 
wobei mit der Inaktivierung des EGF-Rezeptors durch Antikörper eine direkte 
Herunterregulierung cyclin-abhängiger Kinasen beobachtet wurde [117-120]. Bei der 
Kombination mit einer Bestrahlung konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass sich der G2/M-Arrest und der G0/G1-Arrest unabhängig voneinander 
ausprägen. So ist die Bestrahlung für den G2/M-Arrest verantwortlich, während der 
Wirkstoff Cetuximab den G0/G1-Arrest bedingt. Dieser Effekt konnte in beiden 
Zelllinien gezeigt werden und wird auch in der Literatur beschrieben, z. B. für 
H-520-Zellen (Plattenepithel-Karzinom der Lunge) [99]. 
Bei Kombination der beiden Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab schienen sich die 
oben beschriebenen Effekte teilweise zu addieren. Inwieweit sich die Substanzen 
gegenseitig beeinflussen, konnte mit den vorhandenen Daten allerdings nicht geklärt 
werden. Insofern kann zwar postuliert werden, dass Celecoxib und Cetuximab in 
Kombination mit einer Bestrahlung über verschiedene Mechanismen unterschiedlich 
in den Zellzyklus eingreifen. Cetuximab scheint dabei im Wesentlichen den G0/G1-
Arrest zu modulieren, während Celecoxib vor allem bei den A549-Zellen den 
strahleninduzierten G2/M-Arrest und bei den FaDu-Zellen auch den G0/G1-Arrest 
beeinflusst. Dennoch ist eine Wechselwirkung der beiden Wirkstoffe möglich, wie 
sich z. B. ansatzweise in der Abschwächung des strahleninduzierten G2/M-Arrests 
bei den FaDu-Zellen 24 Stunden nach der Bestrahlung unter der 
Wirkstoffkombination zeigte. In jedem Fall sorgte die Kombination der Substanzen 
nach einer Bestrahlung für eine Senkung des Anteils der Zellen in der S-Phase, und 
zwar unabhängig davon, wie die einzelnen Zelllinien primär auf die Bestrahlung 
reagierten. Dieser Effekt bei gleichzeitiger Applikation der Wirkstoffe Celecoxib und 




4.5 Direktive für eine Kombination der Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab 
 
Das Hauptthema der vorliegenden Arbeit war der Einfluss der Wirkstoffe Celecoxib 
und Cetuximab auf die Strahlensensibilität der Tumorzelllinien A549 und FaDu. 
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Insofern kann als wichtigstes Ergebnis die signifikante Strahlensensibilisierung der 
A549-Zellen durch eine Kombination der beiden Substanzen angesehen werden. 
Dies war jedoch bei den FaDu-Zellen nicht nachweisbar. Mit verschiedenen 
Methoden wurde versucht, mögliche Ursachen für dieses unterschiedliche Verhalten 
zu finden. Sowohl in den Untersuchungen zur Reparaturkapazität für DSB als auch 
in den Zellzyklusanalysen konnten unterschiedliche Reaktionen der beiden Zelllinien 
auf eine Bestrahlung nachgewiesen werden. So zeigten die Zelllinien eine 
unterschiedliche zeitliche Dynamik in der DSB-Reparatur, die möglicherweise 
darauf schließen lässt, dass der Mechanismus der HR in den A549-Zellen 
ausgeprägter ist als in den FaDu-Zellen. Weiterhin wird der Anteil der Zellen in der 
S-Phase, in der im Wesentlichen die HR stattfindet, bei den A549-Zellen nach 
Bestrahlung durch die Wirkstoffkombination viel stärker reduziert, als in der 
Zelllinie FaDu. Sollte die Zelllinie A549 also unter Zugabe beider Substanzen ihre 
DSB-Reparatur nach einer Bestrahlung auf das fehlerbehaftete NHEJ umstellen, was 
so in der Zelllinie FaDu nicht stattfindet, so wäre dies eine mögliche Erklärung für 
die Strahlensensibilisierung der A549-Zellen durch eine Kombination der 
Medikamente Celecoxib und Cetuximab. 
Um diese These zu untermauern wären im Ausblick weitere Untersuchungen 
notwendig, die sich mit der Fragestellung nach den Ursachen für das 
unterschiedliche Verhalten der Zelllinien im Zellzyklus nach Bestrahlung und unter 
Zugabe der Wirkstoffe befassen. Hier würden sich z. B. Versuche zum Status des 
Proteins p53 anbieten, welches bekanntermaßen ein Schlüsselprotein in der 
Zellzykluskontrolle darstellt und auch aktuell Gegenstand von Untersuchungen  zur 
Strahlensensibilität von Tumorzellen unter dem Einfluss von EGFR-Inhibitoren 
ist [121]. Zudem ist dieses Protein bei den FaDu-Zellen im Gegensatz zu den 
A549-Zellen mutiert. Weiterhin wären Experimente sinnvoll, die z. B. mit 
immunhistochemischen Methoden die Reparaturmechanismen nach Bestrahlung 
unterscheiden können und damit möglicherweise einen Nachweis für die Umstellung 
von der HR auf das NHEJ in der Zelllinie A549 erbringen. 
Schlussendlich wäre es in jedem Fall interessant, ob sich der in der vorliegenden 
Arbeit beschriebene strahlensensibilisierende Effekt auch bei in vivo Modellen 
nachweisen lässt. Dies könnte bei positivem Ergebnis eine neue Therapieoption in 
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der Radioonkologie im Sinne einer Kombinationstherapie von Bestrahlung, COX-2- 
und EGFR-Inhibitor für maligne Tumore darstellen, die sich durch bestimmte 






In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte von Celecoxib und Cetuximab auf die 
Tumorzelllinien A549 und FaDu näher charakterisiert werden. Zunächst wurden 
Experimente zum Zellwachstum und zum klonogenen Überleben der Tumorzellen 
unter dem Einfluss der Wirkstoffe durchgeführt. Anschließend erfolgten 
Zellzyklusanalysen und Untersuchungen zur Reparaturkapazität von DNA-
Doppelstrangbrüchen, um Hinweise auf die Wirkungsmechanismen der Substanzen, 
insbesondere in Kombination mit einer Bestrahlung, zu erhalten. 
 
Die erhaltenen Ergebnisse lassen sich folgendermaßen zusammenfassen: 
 
1. Das Wachstum beider Tumorzelllinien wurde durch Celecoxib dosisabhängig 
gehemmt. Cetuximab konnte tendenziell eine Wachstumsverzögerung 
verursachen, die jedoch unabhängig von der Wirkstoffdosis war. 
 
2. Das klonogene Überleben der FaDu-Zellen nach einer Bestrahlung wurde 
durch die Wirkstoffe weder bei alleiniger Applikation der Substanzen noch 
bei ihrer Kombination signifikant beeinflusst. Bei den A549-Zellen konnte 
weder für Cetuximab noch für Celecoxib allein ein Einfluss auf die 
Strahlenempfindlichkeit gezeigt werden. 
 
3. Die A549-Zellen reagierten auf eine alleinige Bestrahlung mit einem G2/M-
Arrest, FaDu-Zellen mit einem verstärkten Übergang der Zellen von der 
G1-Phase in die S-Phase. Der Wirkstoff Celecoxib konnte bei den bestrahlten 
A549-Zellen den G2/M-Arrest moderat verstärken, in der Zelllinie FaDu 
einen G0/G1-Arrest verursachen. Cetuximab erzeugte in beiden Zelllinien 
einen G0/G1-Arrest. Die Kombination der Wirkstoffe führte zu einer 




4. Durch die Bestrahlung induzierte DNA-Doppelstrangbrüche wurden von den 
Tumorzellen mit unterschiedlicher zeitlicher Dynamik repariert. Die 
Wirkstoffe Celecoxib und Cetuximab beeinflussten dieses Reparatur-
vermögen der Tumorzellen weder allein, noch in Kombination. 
 
5. Für die A549-Zellen war ein synergistischer Effekt hinsichtlich der 
Strahlensensibilität bei einer kombinierten Anwendung von Celecoxib und 
Cetuximab zu beobachten. Bei den FaDu-Zellen zeigte sich dieser Einfluss 
hingegen nur in der Tendenz (nicht signifikant). 
 
Anhand der erhaltenen Ergebnisse erscheint eine weitergehende Untersuchung der 
Strahlensensibilisierung von A549-Zellen bei einer kombinierten Applikation der 
Wirkstoffe sinnvoll. Möglicherweise ergeben sich dadurch neue therapeutische 
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